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 Vpliv zunajtelesnega krvnega obtoka samega in v kombinaciji z zunajtelesno 
imunoadsorpcijo oziroma metilprednizolonom na zunajcelične vezikle pri srčnih 
operacijah 
Povzetek: Zunajtelesni krvni obtok (ZTKO) v obliki srčno-pljučnega obvoda je ključen 
za večino operacij na odprtem srcu. Z njim je povezan sistemski vnetni odgovor, ki lahko 
vodi do pooperativnih zapletov ali smrti. Potencialni biološki označevalci, ki bi lahko 
predvideli z ZTKO povezane zaplete, so zunajcelični vezikli (ZV)  –  heterogena skupina 
z membrano obdanih struktur, ki se sproščajo iz celic. Obstaja potreba po podrobnejšem 
razumevanju povezave med ZTKO in ZV in vpliva dodatnih ukrepov, kot sta na primer 
uporaba zunajtelesnega adsorberja citokinov CytoSorb® (CytoSorb®, CytoSorbents Inc., 
ZDA) ter administracija kortikosteroidov. Glavni namen magistrskega dela je bil proučiti 
vpliv samega ZTKO, ZTKO z zunajtelesno imunoadsorpcijo in ZTKO z administracijo 
metilprednizolona na velikost ter raven ZV v krvi pacientov, ki so prestali kompleksno 
srčno operacijo. Proučili smo tudi morebitno korelacijo rezultatov s kliničnimi podatki. 
Sekundarni cilj je bil optimizacija postopkov za karakterizacijo in kvantifikacijo ZV z 
analizo sledenja nanodelcem (NTA) ter pretočno citometrijo. V analizo smo vključili 
vzorce krvi 23 bolnikov, ki so bili operirani na srcu na SPS Kirurški kliniki, UKCLJ. 
Bolniki so bili razdeljeni v kontrolno skupino (9 bolnikov brez kapsule CytoSorb® in 
brez kortikosteroidov), skupino s kapsulo (8 bolnikov, pri katerih je bila med ZTKO 
uporabljena kapsula CytoSorb®) in kortikosteroidno skupino (6 bolnikov, ki so med 
ZTKO prejeli metilprednizolon). Vzorci krvi so bili odvzeti pred indukcijo v anestezijo 
(pred ZTKO) in po ZTKO (po ZTKO). Po pripravi vzorcev za analizo je sledila analiza 
ZV z NTA in pretočno citometrijo. Začetne velikosti in ravni ZV v vzorcih pred ZTKO 
so se med bolniki zelo razlikovale. Velikost ZV se je po operaciji ZTKO statistično 
značilno povišala (p < 0,001). Koncentracija ZV se po ZTKO ni statistično značilno 
spremenila (p = 0,298). Čeprav se je koncentracija celokupnih bioloških nanodelcev po 
ZTKO statistično značilno zmanjšala (p < 0,001), to zmanjšanje ne odraža sprememb v 
ravni ZV. Po ZTKO se je statistično značilno zmanjšala tudi fluorescenca ZV (p = 0,011), 
kar kaže na zmanjšanje esterazne aktivnosti znotraj ZV. Trend spremembe ravni ZV 
zaradi ZTKO ni bil enak pri vseh bolnikih, medtem ko je bilo pri vseh bolnikih prisotno 
povečanje velikosti ZV po ZTKO. Zunajtelesna imunoadsorpcija ni dodatno vplivala na 
povečanje velikosti ZV zaradi ZTKO (p < 0,001; kontrola p < 0,001), je pa dodatno 
vplivala na povečanje koncentracije ZV (p = 0,016; kontrola p = 0,466). Zunajtelesna 
imunoadsorcpija je dodatno vplivala na znižanje fluorescence (esterazne aktivnosti) ZV, 
ki je bilo statistično značilno le v skupini s kapsulo (p  < 0,001). Administracija 
metilprednizolona ni dodatno vplivala na povečanje velikosti ZV, povzročeno z ZTKO 
(p < 0,001, kontrola p < 0,001). Metilprednizolon ni dodatno vplival na spremembo v 
koncentraciji ZV zaradi ZTKO (p = 0,566, kontrola p = 0,466). Administracija 
metilprednizolona ni dodatno vplivala na fluorescenco ZV oz. esterazno aktivnost (p = 
0,059, kontrola p = 0,507). Velikost in raven ZV ter njihova fluorescenca v vzorcih krvi 
bolnikov pred ZTKO in po njem so bili povezani s kliničnimi podatki bolnikov. Prav tako 
so s kliničnimi podatki korelirale relativne spremembe v parametrih, ki karakterizirajo 
 ZV. Dokazali smo, da operacija z ZTKO povzroči spremembe v ZV, dodatno pa lahko 
vplivajo tudi dodatni ukrepi, kot je zunajtelesna imunoadsorpcija. Dodatnega učinka na 
ZV zaradi administracije metilprednizolona nismo dokazali. Potrebne so nadaljnje 
raziskave, idealno na večjem številu bolnikov, ki bi podrobneje proučile vpliv ZTKO in 
dodatnih ukrepov na ZV. Pokazali smo tudi, da so ZV povezani s kliničnimi podatki, kar 
odpira možnosti njihove uporabe kot bioloških označevalcev. 
 
Ključne besede: zunajtelesni krvni obtok, zunajcelični vezikli, zunajtelesna 
imunoadsorpcija, Cytosorb, metilprednizolon 
  
 The impact of extracorporeal blood circulation alone and in combination with 
extracorporeal immunoadsorption or methylprednisolone on extracellular vesicles 
in cardiac surgery 
 
Abstract: Extracorporeal blood circulation (EBC) in the form of cardiopulmonary bypass 
is essential for most open-heart surgeries. EBC often triggers a systemic inflammatory 
response, which can lead to postoperative complications or death. Extracellular vesicles 
(EVs), heterogeneous populations of membrane vesicles released by the cells, are 
potential biomarkers of adverse events during EBC. There is a need for a more detailed 
understanding of the relation between EBC and EVs and the effect of additional measures 
such as extracorporeal cytokine adsorber CytoSorb® (CytoSorb®, CytoSorbents Inc., 
USA) and corticosteroid administration. The main purpose of the master’s thesis was to 
study the impact of extracorporeal blood circulation alone and in combination with 
extracorporeal immunoadsorption or methylprednisolone on EVs levels and their size in 
blood samples of patients who have undergone a complex heart surgery. We also 
examined potential correlation of the results with clinical data. A secondary goal was to 
optimize the protocols for EVs characterization and quantification with the nanoparticle 
tracking analysis (NTA) and flow cytometry. Blood samples of 23 patients who have 
undergone heart surgery on SPS Kirurška klinika, University Medical Centre Ljubljana, 
were included in the research. Patients were divided in the control group (9 patients, 
without CytoSorb® capsule and without corticosteroids during EBC), Cytosorb group (8 
patients, a capsule CytoSorb® was used during EBC), and the corticosteroid group (6 
patients receiving methylprednisolone during EBC). The blood samples were taken 
before the induction into anaesthesia (pre-EBC) and after EBC (post-EBC). After the 
preparation of the samples, the analysis with NTA and flow cytometry followed. 
Preoperative EV levels and their size in the pre-EBC samples varied greatly between 
patients. EV size increased significantly after the surgery with EBC (p < 0,001). EV 
concentration did not change significantly after EBC (p = 0,298). Although the total 
biological nanoparticle concentration decreased statistically significantly after the EBC 
(p <0,001), this decrease does not reflect changes in the level of EV. EV fluorescence 
decreased statistically significantly after the EBC (p = 0,011) which indicates a decrease 
in esterase activity within the EVs. The trend of change in the EV levels due to EBC was 
not the same in all patients, while there was an increase in the size of the EVs after EBC 
in all patients. Extracorporeal immunoadsorption did not additionally affect the increase 
in EV size due to EBC (p < 0,001; control p < 0,001); however, it did additionally affect 
the increase of EV concentration (p = 0,016; control p = 0,466). Extracorporeal 
immunoadsorption had an additional effect on the decrease in fluorescence (esterase 
activity) of EVs, which was statistically significant only in the Cytosorb group (p < 
0,001). Administration of methylprednisolone did not additionally affect the increase in 
EV size caused by EBC (p < 0,001; control p < 0,001). Methylprednisolone had no 
additional effect on the change in EV concentration due to EBC (p = 0,566, control p = 
0,466). Administration of methylprednisolone did not further affect EV fluorescence or 
 esterase activity (p = 0,059, control p = 0,507). The EV levels, their size and fluorescence 
in the pre-EBC and post-EBC blood samples correlated with the clinical data of patients. 
Relative changes in parameters that characterize EV correlated with clinical data, as well. 
We have demonstrated that surgery with EBC causes changes in EVs, and supplementary 
measures such as extracorporeal immunoadsorption may have an additional effect. No 
additional effect on the EVs due to methylprednisolone administration was demonstrated. 
Further research is needed, ideally on a larger number of patients, to examine the impact 
of EBC and additional measures on EVs in more detail. We have also showed that EVs 
are associated with clinical data, which opens up the possibility of their use as biological 
markers. 
 
Key words: extracorporeal blood circulation, extracellular vesicles, extracorporeal 
immunoadsorption, Cytosorb, methylprednisolone 
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 Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
 
AFM  mikroskopija na atomsko silo (angl. atomic force microscopy) 
ASA Ameriško združenje anesteziologov (angl. American Society of 
Anesthesiologists)  
BMI  indeks telesne mase (angl. body mass index) 
CCD  naprava s povezanimi naboji (angl. charge coupled device) 
CRP  C-reaktivni protein 
DKS  diferencialna krvna slika 
DLS  dinamično sipanje svetlobe (angl. dynamic light scattering) 
DNA  deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
DPBS Dulbeccov fosfatni pufer z NaCl (angl. Dulbecco's Phoshpate Buffered 
Saline) 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina (angl. ethylenediaminetetraacetic acid) 
EKG  elektrokardiogram 
ELISA encimskoimunski test (angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) 
EV  elektronski volumen 
FCS  naprej sipana svetloba (angl. forward scatter) 
FL  fluorescenčna svetloba (angl. fluorescent light) 
HDL  lipoproteini visoke gostote (angl. high density lipoproteins) 
HIV virus humane imunske pomanjkljivosti (angl. human immunodeficiency 
virus) 
HSA človeški serumski albumin (angl. human serum albumin) 
HTLV-1 humani T-celični limfotropni virus 1 (angl. Human T-lymphotropic virus 
1) 
IFET  Inštitut za farmakologijo in eksperimentalno toksikologijo 
IL  interlevkin 
iNOS  inducibilna NO sintaza 
ISEV Mednarodno združenje za zunajcelične vezikle (angl. International 
Society for Extracellular Vesicles 
KVIT Enota kardiovaskularne intenzivne terapije 
LDL  lipoproteini majhne gostote (angl. low density lipoproteins) 
LVEF  izmetna frakcija levega prekata (angl. Left Ventricular Ejection Fraction) 
MV  mikrovezikli 
NTA  analiza sledenja nanodelcem (angl. nanoparticle tracking analysis) 
PCT  prokalcitonin 
PFA  paraformaldehid 
PMV  pooperativna mehanska ventilacija 
PP  polipropilen 
PPP  plazma, osiromašena trombocitov (angl. platelet-poor plasma) 
PVC  polivinilklorid 
 RNA  ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid) 
ROS  reaktivne kisikove zvrsti (angl. reactive oxygen species) 
RS relativna sprememba v merjenem parametru (meritev po ZTKO, glede na 
pred ZTKO) 
SEM  standardna napaka povprečja (angl. standard error of mean) 
SIRS sindrom sistemskega vnetnega odziva (angl. systemic inflammatory 
response syndrome) 
SSC stransko sipanje svetlobe (angl. side scatter) 
TEM transmisijska elektronska mikroskopija (angl. transmission electron 
microscopy) 
TNF-α  dejavnik tumorske nekroze alfa 
UKCLJ Univerzitetni klinični center Ljubljana 
VLDL  lipoproteini zelo majhne gostote (angl. very low density lipoproteins) 
VSSC  stransko sipanje svetlobe vijoličnega laserja (angl. violet side scatter) 
ZTKO  zunajtelesni krvni obtok 
ZV  zunajcelični vezikli 
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1 Uvod 
Zunajtelesni krvni obtok oz. ZTKO (angl. extracorporal blood circulation, EBC) 
predstavlja za pacienta potencialno nevarnost, zato je zelo pomembna zmožnost 
zaznavanja, napovedi in – idealno – preprečitve njegovih negativnih učinkov, ki lahko 
vodijo v bolezensko stanje ali smrt. Zaradi omejitev obstoječih avtorji izpostavljajo 
pomembnost potrebe po razvoju novih bioloških označevalcev, ki bi uspešno predvideli 
zaplete, povezane z ZTKO. Zunajcelični vezikli (angl. extracellular vesicles) so vse 
pogostejši predmet raziskav na tem področju. Ne le, da so potencialni biološki 
označevalci zapletov, temveč so tudi potencialni efektorji bolezenskih stanj in posledično 
zanimiva tarča za terapevtske pristope [1]. 
1.1 Zunajtelesni krvni obtok (ZTKO) 
1.1.1 Princip delovanja in sestavni deli ZTKO 
ZTKO je ključen za večino operacij na odprtem srcu, med katerimi začasno prevzame 
funkcijo srca in pljuč. Skrbi za cirkulacijo in oksigenacijo človeške krvi ter za odstranitev 
ogljikovega dioksida, poleg tega pa ima še funkcijo uravnavanja temperature. Kirurgom 
je tako omogočena nemotena izvedba operacije, saj je srce med njo v mirovanju in brez 
pretoka krvi. Takemu ZTKO rečemo srčno-pljučni obvod (angl. cardiopulmonary 
bypass) ali srčno-pljučna naprava (angl. heart-lung machine). Gre za uveljavljen rutinski 
postopek pri tovrstnih operacijah, izvaja se ga na več kot pol milijona pacientih vsako 
leto [2–6]. 
 
 
 
Slika 1: Osnovne komponente srčno-pljučnega obvoda 
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Osnovne komponente srčno-pljučnega obvoda so prikazane na sliki 1. Vezje zajema 
črpalke, kanile, cevje, rezervoar, oksigenator, izmenjevalec toplote in filter na arterijski 
liniji. Naprednejši srčno-pljučni obvodi vsebujejo še sisteme za nadzor tlaka, temperature, 
nasičenosti s kisikom, hemoglobina, krvnih plinov, elektrolitov pa tudi detektorje za 
mehurčke, senzorje za kisik in sistem za detekcijo nizke stopnje rezervoarja z alarmom 
[6, 7]. 
Kri se zaradi sile gravitacije zbere v venskem rezervoarju srčno-pljučne naprave preko 
dveh kanil iz PVC, ki sta nameščeni v zgornjo in spodnjo votlo veno (lat. vena cava 
superior, vena cava inferior), ali prek ene kanile, nameščene v desni atrij srca. Venski 
rezervoar je običajno nameščen 40–70 cm pod nivojem srca. Poleg hranjenja zbrane krvi 
iz telesa služi tudi kot mesto dodajanja morebitnih zdravilnih učinkovin, tekočin ali krvi 
[6–8]. Glede na predoperativno vrednost hematokrita je med ZTKO potrebno v obvod 
dodati ustrezen volumen (1.5-2 L) perfuzijske raztopine (angl. perfusate solution) 
elektrolitov s fiziološko pH vrednostjo in fiziološko vsebnostjo ionov [8]. 
Kri iz rezervoarja se nato s črpalko prečrpa skozi oksigenator, v katerem poteče izmenjava 
plinov. Črpalke ZTKO so lahko valjčne, z rotorjem z lopaticami ali centrifugalne [4, 7]. 
Poznamo dva tipa oksigenatorjev: membranski (angl. membrane oxygenator) in 
mehurjasti (angl. bubble oxygenator). Membranski oksigenatorji so naprednejši – 
imitirajo naravna pljuča, saj je med plinsko fazo in fazo s krvjo prisotna tanka 
mikroporozna membrana iz votlih polipropilenskih vlaken. V primerjavi z mehurjastimi 
oksigenatorji so membranski varnejši, proizvajajo manj mikroembolij delcev oz. plinov, 
v manjši meri reagirajo na krvne elemente in zagotavljajo boljši nadzor krvnih plinov. 
Arterijski parcialni tlak CO2 je nadzorovan s plinskim pretokom, arterijski parcialni tlak 
O2 pa je povezan s temperaturo pacienta. Slednja je povezana s porabo kisika. Nekatere 
perfuzije se izvajajo pri okvirni temperaturi 37 °C (normotermija), nekatere pa pri nižjih 
temperaturah (različne vrste hipotermije). Hipotermija se uporablja predvsem v primerih, 
ko je za operacijo potreben popoln zastoj cirkulacije ali ko želimo zmanjšati potrebo po 
kisiku. V primeru hipotermije je po koncu obvoda potrebna faza segrevanja. Plini so bolj 
topni v mrzli kot v topli krvi, zato lahko nenadno segrevanje mrzle krvi povzroči tvorbo 
embolij mehurjaste narave. Pomemben del srčno-pljučnega obvoda je zato z 
oksigenatorjem povezan izmenjevalec toplote (angl. heat exchanger), ki nadzira 
temperaturo telesa s segrevanjem ali ohlajanjem krvi. Temperaturna razlika med telesom 
in perfuzijskim vezjem naj bi bila nekje med 5 °C in 10 °C (da se izognemo plinastim 
mikroembolijam) [6–8]. 
V sistemski arterijski sistem se nato kri s črpalko prečrpa preko kanile, nameščene v 
ascendentno aorto (lahko tudi v femoralno arterijo ali aksilarno arterijo) [7, 8]. 
Osnovni zunajtelesni perfuzijski sistem je možno prilagoditi tako, da zagotovi delno ali 
popolno cirkulatorno in respiratorno podporo, delno podporo za levi oz. desni srca ali 
ločeno za pljuča [7, 8]. 
Med ZTKO se tvorijo plinske, biološke in nebiološke embolije v obliki mikrodelcev. 
Možni vzroki za pojav plinskih mikrodelcev so številni – lahko se pojavijo na mestih 
vzorčenja in injiciranja, lahko so posledica razpok v vezju, segrevanja hladne krvi, lahko 
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izvirajo iz rezervoarja, oksigenatorja itd. Embolije proizvaja tudi sama kri (npr. strdki), 
izvor pa lahko predstavljajo še fibrin, trombociti, hemolizirani eritrociti, celični debris, 
maščobni delci, denaturirani proteini itd. Da bi se izognili nastanku mikroembolij, 
uporabljamo številne ukrepe za preprečevanje vstopa zraka v vezje, antikoagulacijo, 
posebne kanile itd. [8]. Embolije, inducirane z operacijo, v večji meri povzročajo 
postoperativne nevrološke težave v primerjavi s perfuzijskimi mikroembolijami. Najbolj 
občutljiv organ za poškodbe, nastale zaradi mikroembolij, so možgani. Ukrepi za 
zmanjševanje teh poškodb zajemajo zmanjševanje arterijskega parcialnega tlaka CO2 za 
doseganje cerebralne vazokonstrikcije, hipotermijo, ustrezno pozicioniranje aortnih kanil 
in uporabo specialnih aortnih kanil. Filtri na arterijski liniji učinkovito odstranijo plinske 
embolije in embolije delcev. Mikrofiltri se uporabljajo tudi v rezervoarju za kardiotomijo. 
Tu se hrani vsa kri, aspirirana s kirurškega polja, z namenom razpenjenja in filtracije, 
preden se doda neposredno k perfuzatu v venozni rezervoar. Rezervoar za kardiotomijo 
predstavlja glavni vir hemolize, mikroembolij, maščobnih globul, celičnih agregatov, 
poškodb in izgube trombocitov, tvorbe trombina ter fibrinolize [8]. V ta rezervoar z 
namenom sprostitve pritiska z ventom (angl. vent) vodimo tudi kri iz levega dela srca, saj 
polnjenje levega prekata v mirujočem srcu lahko povzroči škodo [4, 6, 8].  
Med srčno-pljučnim obvodom je srce izolirano od krvnega obtoka, kar ustvari ishemične 
pogoje. Zato se uporablja metoda miokardialne zaščite, ki ji rečemo kardioplegija. Srce 
je perfuirano s posebno kardioplegično raztopino, kar sproži elektromehanski zastoj. 
Zmanjšata se stopnja metabolizma in miokardna poraba kisika [6, 9]. 
1.1.2 Vnetni odziv zaradi ZTKO 
Med ZTKO so krvne komponente podvržene tuji površini, povišanim strižnim silam in 
perturbacijam v pretoku krvi. Komponente vezja in uporabljena zdravila vplivajo na 
funkcijo cirkulirajočih celic. Med ZTKO lahko tako pride do številnih zapletov [1, 6] in 
mnogi izmed njih so posledica neprimerne aktivacije vnetnih poti [3]. Nekateri dražljaji, 
ki lahko sprožijo vnetni odziv med srčno operacijo z ZTKO, so izpostavljenost krvi 
neendotelijskim površinam med srčno-pljučnim obvodom (najbolj kritičen je 
oksigenator, ki predstavlja največjo tujo površino in povzroči največ škode [8]), ishemija, 
reperfuzijska poškodba, endotoksemija, izguba krvi, transfuzija, spremembe v 
temperaturi in operativna travma [10, 11]. Aktivacija humoralnih in celičnih kaskad vodi 
v povišane ravni provnetnih citokinov v krvi ter povišano rekrutiranje levkocitov [10]. 
Pride lahko do sindroma sistemskega vnetnega odziva (angl. systemic inflammatory 
response syndrome, SIRS), ki ga povezujemo s številnimi postoperativnimi zapleti, kot so 
npr. miokardna disfunkcija, respiratorna odpoved, akutna poškodba ledvic, nevrološke 
motnje, motnje krvavitve, lahko tudi odpoved več organov (angl. multiple organ failure, 
MOF). Slednja je med glavnimi vzroki za smrtne izide pri srčnih operacijah [3].  
Pomemben dejavnik vnetja je koagulacija. Koagulacijske kaskade intrinzične poti se 
sprožijo zaradi izpostavitve krvi negativno nabitim, neendotelijskim površinam, kaskade 
ekstrinzične poti pa se sprožijo zaradi poškodbe žilnih sten. Encimske reakcije obeh 
kolagulacijskih poti vodijo do faktorja Xa, ki katalizira aktivacijo trombina [3, 11–14]. 
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Faktor Xa in trombin poleg prokoagulacijskih lastnosti izkazujeta tudi pleiotropične 
učinke na vnetne procese, prerazporeditev tkiva ter razvoj ateroskleroze [10]. Oba 
faktorja vežeta in aktivirata s proteazami aktivirane receptorje (angl. protease-activated 
receptors, PARs), ki preko znotrajceličnih signalnih kaskad aktivirajo levkocite in 
trombocite. V izognitev nastanku strdkov je med ZTKO nujno potrebna antikoagulantna 
terapija. Trenutni standard je sistemska heparinizacija [3, 13].  
Povišane vsebnosti faktorja XIIa, kalikreina in tkivnega aktivatorja plazminogena (angl. 
tissue plasminogen activator, t-PA) stimulirajo proces fibrinolize, kar povezujemo s 
povečano izgubo krvi ter podaljšanim časom krvavenja po operaciji [13].  
Med ZTKO se aktivira tudi sistem komplementa [11–13]. Inhibitorji aktivacije kofaktorja 
C3, ki se nahajajo na endotelijskih celicah, niso prisotni na umetnih površinah ZTKO, 
zato aktivacija poteče. Skupaj s stimulusom kalikreina to sproži tvorbo C3a in C5a, ki 
imata anafilaktično ter kemotaktično vlogo [12]. C5 in drugi produkt razgradnje C5, C5b-
9, izkazujeta še številne druge provnetne učinke, ki jih povezujemo s perioperativno 
poškodbo tkiva [13]. 
Srčno-pljučni obvod povzroči spremenjeno sproščanje pro- in protivnetnih citokinov. 
Povišane ravni provnetnih citokinov TNF-α, IL-6 in IL-8 so povezane z neugodnim 
kliničnim izidom srčnih operacij. TNF-α in IL-1β zavirata funkcijo krčenja srčne mišice 
preko sfingozina [3, 12, 15] ter imata sposobnost aktivacije endotelijskih celic. Slednje 
na svoji površini izražajo P-selektin in E-selektin, ki omogočata začetno interakcijo z 
levkociti ter začetek kaskade rekrutiranja levkocitov [3, 11].  
Heparinizacija, hipotermija in operativna travma med ZTKO aktivirajo trombocite. Ti pri 
tem spremenijo obliko in iz svojih granul sproščajo številne mediatorje – trombocitni 
faktor 4, β tromboglobulin, tromboksan B itd. Ti mediatorji nadalje delujejo na ostale 
trombocite, na levkocite in endotelijske celice. Preko P-selektina in integrinov pride do 
medceličnih interakcij ter tvorbe konjugatov trombocit – levkocit. Ta vezava povzroči 
sproščanje nekaterih citokinov in v splošnem okrepi vnetni odziv na ZTKO. Trombociti 
se preko liganda CD40L vežejo na žilni endotelij, kar prispeva k rekrutiranju nevtrofilcev 
in aktivaciji monocitov. Aktivirani cirkulirajoči trombociti izgubijo sposobnost 
agregiranja, kar je eden glavnih razlogov za koagulopatije in nagnjenost h krvavitvam po 
operacijah z ZTKO [3, 12, 13]. Prav tako je za kri, ki potuje skozi srčno-pljučni obvod, 
značilna trombocitopenija [13]. 
Srčno-pljučni obvod med srčno operacijo povzroči tudi aktivacijo monocitov in 
nevtrofilcev, kar se med drugim kaže s povečanim izražanjem provnetnih citokinov. 
Aktivacija levkocitov je rezultat povišanih vsebnosti trombina, kalikreina in  C5a – 
slednji povzroči kemotakso nevtrofilcev, njihovo degranulacijo ter tvorbo superoksida 
[13]. Spojine, ki izhajajo iz nevtrofilcev, lahko povzročijo poškodbe tkiva in povečajo 
mikrovaskularno permeabilnost [3, 13]. Aktivirani nevtrofilci neposredno aktivirajo 
endotelijske celice, poveča se transmigracija levkocitov v ekstracelularni matriks. 
Aktivirani monociti sodelujejo pri tvorbi trombina [13]. 
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Številne študije so v krvi pacientov po ZTKO dokazale prisotnost endotoksinov, ki preko 
vezave na različne receptorje vplivajo na izražanje citokinov. Lipopolisaharid (LPS) 
bakterij črevesja na primer spodbudi nastajanje TNF-α ter IL-6 [3, 12]. 
Konstitutivno izražen dušikov oksid (NO) v endotelijskih celicah zmanjša krčenje gladkih 
mišic, spodbuja vazodilatacijo in zmanjšuje strižni stres. Provnetni citokini in 
endotoksini, ki so prisotni med ZTKO, pa lahko sprožijo sproščanje inducibilnega 
dušikovega oksida iz endotelijskih celic ter iz gladkih mišičnih celic preko delovanja 
inducibilne NO sintaze (iNOS). Tako nastal NO negativno deluje na mitohondrijsko 
dihalno verigo in poveča proizvajanje reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS). Slednje lahko 
povzročijo nekrozo endotelijskih celic in okrepijo provnetni učinek  [3, 12]. 
Reperfuzijska poškodba je poškodba tkiva, do katere pride po povratku krvi v tkiva, 
potem ko so bila določeno časovno obdobje podvržena ishemiji oz. pomanjkanju kisika. 
Med tem časom namreč celice kopičijo metabolne intermediate, kar vodi v tvorbo ROS. 
Poveča se izražanje površinskih adhezijskih molekul in izražanje provnetnih citokinov. 
Rekrutiranje levkocitov v vneto tkivo še okrepi vnetni odziv in poveča poškodbo tkiva. 
Trombociti in nevtrofilci se lahko zataknejo v vnete kapilare ter povzročijo hipoperfuzijo 
hipoksičnih tkiv – gre za pojav brez ponovnega pretoka (angl. no-reflow phenomenom) 
[3]. 
1.1.3 Inhibicija vnetnega odziva 
Vnetni odziv, do katerega pride zaradi ZTKO, ima pomembne klinične posledice. Razvoj 
metod za zdravljenje in preprečevanje vnetja zaradi ZTKO je zato zelo pomemben [11]. 
Za zmanjšanje vpliva SIRS na izid srčnih operacij se uporabljajo različni pristopi – 
farmakološka sredstva, izboljšana vezja in komponente srčno-pljučnega obvoda (npr. 
uporaba ultrafiltracije [16]), izboljšane operativne tehnike (npr. izognitev srčno-
pljučnemu obvodu) itd. [12, 13]. Znana so številna prizadevanja za izboljšanje 
biokompatibilnosti vezja ZTKO, npr. prevleka površin s heparinom, poli-2-
metoksietilenakrilatom, hialuronanom in fosfoforiholinom. Možen pristop je tudi 
uporaba mini zunajtelesnega krvnega obtoka (angl. mini-extracorporeal circuit, MECC), 
pri katerem gre za manjše volumne, saj vezje ne vsebuje venoznega rezervoarja [3]. 
Uporaba zunajtelesne imunoadsorpcije predstavlja možno strategijo za zmanjšanje 
pojavnosti SIRS po srčni operaciji [17]. Med farmakološke pristope za zmanjšanje 
vnetnega odziva po ZTKO spada uporaba anestetičnih sredstev (npr. propofol), statinov, 
proteaznih inhibitorjev (npr. aprotinin), inhibitorjev fosfodiesteraz (npr. veznarinon, 
amrinon), heparina in nekaterih drugih glikozaminoglikanov ter glukokortikoidov [3, 12]. 
Glukokortikoidi zavirajo zgodnje vnetne procese, kot so povečana kapilarna 
permeabilnost, tvorba edema, migracija levkocitov, pa tudi kasnejše pojave, npr. 
proliferacijo kapilar in depozicijo kolagena. Dokazano je bilo, da glukokortikoidi, npr. 
metilprednizolon, delujejo protivnetno tudi v povezavi s srčno-pljučnim obvodom. Ob 
njihovi administraciji pred operacijo je bilo opaziti statistično značilno zmanjšanje 
provnetnih citokinov, povišanje koncentracije protivnetnega citokina IL-10, zmanjšanje 
sproščanja endotoksina, zmanjšanje aktivacije komplementa in zmanjšanje izražanja 
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levkocitnih integrinov [12, 13, 18]. Številne študije dokazujejo, da zdravljenje pacientov 
z visokimi odmerki metilprednizolona zmanjša z ZTKO povzročen SIRS in izboljša izid 
pri pacientih, ki so prestali srčno operacijo [19]. Glukokortikoidi zavirajo od stimulusov 
odvisno izražanje provnetnih proteinov, kar inhibira številne transkripcijske poti v 
različnih celicah. Deksametazon na primer zmanjša sposobnost vezave NF-kB na DNA 
in tako zavira z LPS inducirano sproščanje TNF-α iz monocitov [12]. Prav tako 
deksametazon inhibira s citokini inducirano izražanje iNOS in posledično nastanek iNO 
v gladkih mišičnih celicah podgan [20]. Kljub naštetim dejstvom in široki uporabi pa do 
leta 2015 še ni bilo dokaza, ki bi potrjeval splošno korist uporabe kortikosteroidov pri 
srčnih operacijah v smislu zmanjšanja smrtnosti ali preprečitve hujših srčnih komplikacij 
[3, 18, 21]. Whitlock in sodelavci, ki so proučevali učinke metilprednizolona na paciente 
po prestanem ZTKO, so ugotovili, da ta kortikosteroid ni statistično značilno vplival na 
smrtnost ali večjo obolevnost [22]. Znani so celo nekateri neželeni učinki uporabe 
glukokortikoidov med srčnimi operacijami, kot je npr. postoperativna hiperglikemija 
[13]. Ta lahko povzroči poslabšanje imunske funkcije in zakasnjeno celjenje ran [18]. 
Povišane koncentracije provnetnih citokinov korelirajo s slabim izidom operacije. 
Medoperativna uporaba levkocitne filtracije, adsorpcije endotoksinov ali ultrafiltracije ni 
pokazala konsistentnih rezultatov odstranjevanja citokinov ali drugih vnetnih 
mediatorjev, prav tako ni dokazanih pozitivnih učinkov teh pristopov na klinični izid. 
Možen ukrep za zmanjšanje vnetnega odziva je uporaba zunajtelesne imunoadsorpcije. V 
Evropski uniji je odobrena uporaba zunajtelesnega adsorberja citokinov CytoSorb® 
(CytoSorbents Medical Inc., New Jersey, ZDA). Gre za medicinski pripomoček v obliki 
kapsule, napolnjene z biokompatibilnimi poroznimi polimernimi kroglicami, ki 
adsorbirajo molekule z molekulsko maso v območju približno od 5 do 60 kDa. Strukture, 
večje od por v kapsuli (npr. krvne celice), se vanje ne ujamejo in  obidejo polimerne 
kroglice. Prav tako niso zajete zelo majhne molekule, npr. elektroliti in ostale kemijske 
spojine v krvi. Namen uporabe kapsule je zmanjšati vsebnost citokinov do te mere, da ni 
več toksična – vendar jih mora ostati dovolj, da ohranijo imunski sistem intakten. Kapsula 
je tako potencialno uporabna za vsa klinična stanja, za katera je značilno povečanje 
vsebnosti citokinov in mediatorjev vnetja [23, 24], npr. sepso, zaplete po srčno-pljučnem 
obvodu, pankreatitis ter opekline [25]. Bernardi s sodelavci je leta 2016 proučeval vpliv 
prisotnosti kapsule CytoSorb® v vezju srčno-pljučnega obvoda na spremembe vsebnosti 
pro- in protivnetnih citokinov, označevalcev vnetja, in spremembe v poteku operacije. 
Takoj po zunajtelesni imunoadsorpciji ni bilo razlik v primerjavi s kontrolno skupino. Po 
24 in 48 urah od srčno-pljučnega obvoda so bile opazne razlike v vsebnosti IL-10, pri 
skupini s kapsulo so bile vsebnosti višje. Poleg tega, da je imel IL-10 pri uporabi kapsule 
dlje izražen protivnetni učinek, ni bilo opaziti zmanjšanja vnetnega odziva oz. sprememb 
v poteku operacije [26]. Podobne rezultate navajajo tudi avtorji študije iz leta 2019, pri 
kateri uporaba CytoSorb® kapsule ni povzročila zmanjšanja pro- in protivnetnih 
citokinov niti ni izboljšala kliničnega izida [27]. Träger in sodelavci, ki so se osredotočili 
izključno na paciente z akutnim infektivnim endokarditisom, pa so opazili ugoden učinek 
7 
 
uporabe kapsule CytoSorb® – vsebnosti citokinov so se zmanjšale, hemodinamska 
stabilnost se je izboljšala [28].  
Zaradi kompleksne patofiziologije vnetnega odziva na srčno-pljučni obvod še ne 
poznamo zmagovalne strategije, ki bi problematiko v celoti odpravila [12]. 
1.2 Biološki nanodelci v krvni plazmi 
Krvna plazma je po sestavi enaka krvi, le da ne vsebuje eritrocitov, levkocitov in 
trombocitov. Plazma vsebuje 91 do 92 % vode in 8 do 9 % trdne komponente. V glavnem 
sestoji iz albumina, globulinov, koagulacijskih faktorjev oz. fibrinogena in ostalih 
plazemskih proteinov, elektrolitov, hormonov, vitaminov [29] ter lipidov oziroma 
lipoproteinov [30]. Mnoge izmed naštetih komponent spadajo med naravne nanodelce, 
katerih definicija je, da gre za skupke atomov oziroma molekul, sintetiziranih v bioloških 
sistemih, ki imajo vsaj eno dimenzijo v rangu velikosti 1–100 nm [31]. 
1.2.1 Fibrinogen 
Fibrinogen skupaj s trombinom, faktorjem X in številnimi drugimi proteini spada med 
koagulacijske faktorje ter je med vsemi koagulacijskimi in antikoagulacijskimi faktorji v 
plazmi najpogostejši [29]. Molekula fibrinogena ima podolgovato obliko, dolga je okrog 
45 nm, premer pa meri med 2 in 5 nm [32]. 
1.2.2 Albumin 
Človeški serumski albumin je najpogostejši protein v plazmi. Gre za monomerno 
makromolekulo s tremi sferičnimi domenami, ki ima glavno vlogo pri določanju 
onkotskega pritiska v plazmi. Zelo pomemben pa je tudi pri uravnavanju porazdelitve 
tekočin med deli telesa. Albumin ima izjemno kapaciteto vezave ligandov in je tako 
prenašalec številnih endogenih ter eksogenih spojin [33, 34]. Molekula albumina je 
fleksibilna in ima elipsoidno obliko. V diameter meri 3,8 nm, njena dolžina je 15 nm [34]. 
1.2.3 Globulini 
Globulini so družina globularnih proteinov, ki imajo v primerjavi z albumini višjo 
molekulsko maso, so netopni v vodi in topni v razredčenih raztopinah soli. Nekateri 
globulini so sintetizirani v jetrih, medtem ko drugi izvirajo iz imunskega sistema. Vsi 
globulini sodijo v eno izmed štirih kategorij: alfa 1 globulini, alfa 2 globulini, beta 
globulini in gama globulini. Eno skupino gama globulinov predstavljajo imunoglobulini 
oz. protitelesa [35]. Najtežji oz. največji med globulini so gama globulini z dimenzijami 
okrog 9–10 nm, pentamer imunoglobulina M pa meri kar 30–40 nm [36]. 
1.2.4 Lipoproteini 
Lipoproteini so kompleksne samosestavljajoče strukture lipidov in specializiranih 
proteinov, apolipoproteinov, ki prenašajo v vodi netopne lipide po telesu. Lipidi in 
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apolipoproteini tvorijo sferične ali diskoidne nanodelce, katerih sredico sestavljajo 
nepolarni lipidi, triacilgliceroli in esterificirani holesterol, zunanja plast pa sestoji iz 
apolipoproteinov, fosfolipidov ter neesterificiranega holesterola. Lipoproteini so v 
glavnem sintetizirani v jetrih ter črevesju. Definirani so glede na svojo velikost, gostoto 
in vsebnost proteinov. Največji lipoproteini z najnižjo gostoto so hilomikroni (angl. 
chylomicrons, CM), ki merijo od 200 do 600 nm. Sledijo lipoproteini zelo majhne gostote 
(angl. very low density lipoproteins, VLDL), katerih velikost je okrog 60 nm. S hidrolizo 
triacilglicerolov in prenosom proteinov ter fosfolipidov se lipoproteini zelo majhne 
gostote pretvorijo v manjše (približno 25 nm) in gostejše lipoproteine majhne gostote 
(angl. low density lipoproteins, LDL). Ti so odgovorni za prenos holesterola v 
nadledvične žleze in adipozno tkivo. Lipoproteini visoke gostote (angl. high density 
lipoproteins, HDL) imajo največjo gostoto in so najmanjši (okrog 7 do 12 nm). Imajo tudi 
največjo vsebnost proteinov in prenašajo holesterol iz perifernih tkiv v jetra [31]. 
1.2.5 Virusi  
V primeru nekaterih infekcij so v krvni plazmi prisotni tudi virusi. S krvjo se prenašajo 
virusi, kot so hepatitis B in C, HIV, HTLV-1 in parvovirus B19 [37]. Virusi imajo 
dimenzije v območju nekaj 10 do nekaj 100 nm, parvovirus npr. meri nekje med 20 in 30 
nm, dimenzije virusa HIV pa so okrog 120 nm [36]. Tudi dimenzije koronavirusov, med 
drugim aktualnega SARS-CoV-2, so okrog 120 nm [38]. 
Poleg naštetih komponent plazme se v krvni plazmi nahajajo tudi zunajcelični vezikli 
(ZV), ki se prav tako nahajajo v nano velikostnem razredu [39, 40]. Primerjava velikosti 
izbranih bioloških nanodelcev, ki se nahajajo v plazmi, in nekaterih drugih bioloških 
struktur je prikazana na sliki 2. 
 
 
 
Slika 2: Primerjava velikosti različnih bioloških struktur 
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1.3 Zunajcelični vezikli 
Zuanjcelični vezikli (ZV) so z membrano obdane strukture, ki se sproščajo iz celic 
različnih tipov [41, 42]. Pri prokariontih in evkariontih so pomembni za medcelično 
komunikacijo, saj imajo sposobnost prenašanja in sproščanja proteinov, lipidov ter 
nukleinskih kislin. Na površini lahko izražajo receptorje in tudi na ta način stimulirajo 
tarčne celice. ZV vplivajo na številne fiziološke in patološke funkcije celic [42, 43]. Med 
ZV uvrščamo eksosome, mikrovezikle in apoptotska telesca, glavni poudarek 
raziskovanja je trenutno na prvih dveh tipih ZV [44]. Slika 3 prikazuje različne vrste ZV, 
njihovo velikost in nastanek [42]. 
1.3.1 Eksosomi 
Eksosomi so najmanjši ZV, njihov premer se giblje med 40 in 100 nm. Sproščajo se 
konstitutivno ali ob indukciji, nastajajo pa z eksocitozo multivezikularnega telesca oz. 
endosoma, ko se ta zlije s celično membrano [42, 44]. Eksosome pogosto povezujemo z 
imunskimi celicami (dendritične celice, limfociti T, limfociti B, makrofagi) in tumorji. 
 
 
Slika 3: Vrste zunajceličnih veziklov in njihov nastanek: eksosomi (A), mikrovezikli (B) 
ter apoptotska telesca (C) 
 
Njihove glavne funkcije zajemajo predstavitev antigenov in imunostimulatorne ter 
imunoinhibitorne aktivnosti [44]. Eksosome iz dendritičnih celic in iz tumorjev pacientov 
z rakom so uporabili za imunoterapije, vendar so klinični odzivi še omejeni [45].  
Eksosomi vplivajo na tarčne celice z neposrednim stikom med površinskimi molekulami 
vezikla in celicami, z endocitozo vezikla ali s fuzijo membran vezikla in celice. Na 
zunanji strani membrane vsebujejo fosfatidilserin, za eksosome značilni označevalci pa 
so npr. CD63, CD81, CD9, LAMP1, TSG101, Alix ter HSP70 [44, 46]. 
1.3.2 Mikrovezikli 
Premer mikroveziklov (MV) se nahaja v območju 100–1000 nm. V krvni plazmi pa so 
mikrovezikli veliki približno 100–400 nm. MV se tvorijo z nadzorovanim sproščanjem 
preko izvihavanja plazemske membrane (eksocitoza) na določenih območjih. Stopnja 
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sproščanja MV v mirujočem stanju celice je običajno nizka. Sproščanje se poveča z 
aktivacijo receptorjev na celični površini ali z apoptozo – oba pojava imata za posledico 
povišanje znotrajcelične koncentracije Ca2+. Izjema so tumorji, pri katerih gre za 
konstitutivno sproščanje MV [42, 46]. 
Mikrovezikli so predvsem produkti trombocitov, eritrocitov in endotelijskih celic. Glavne 
funkcije MV zajemajo prokoagulantno aktivnost, izločanje IL1β – in s tem prispevek k 
vnetnim procesom,  patogenezi revmatoidnega artritisa in invazivnemu značaju 
tumorjev – indukcijo onkogene celične transformacije, tvorbo metastaz ter 
fetomaternalno komunikacijo [44, 47]. 
Za njih je značilen fosfatidilserin, čeprav obstajajo tudi namigovanja na MV brez 
eksternalizacije fosfatidilserina [48]. Označevalci za MV so odvisni od tipa celice, ki 
sprosti vezikel [44]. Za MV, ki izhajajo iz monocitov in makrofagov in so sposobni 
vezave trombocitov preko PSGL-1 (na MV) in P-selektina (na trombocitih), je poleg 
PSGL-1 značilna še prisotnost tkivnega faktorja [49]. Aktivirani trombociti sproščajo 
MV, za katere je značilna prisotnost receptorja glikoproteina Ib [50]. 
1.3.3 ZV krvni plazmi 
V krvni plazmi zdravega človeka so prisotni ZV, sproščeni iz krvnih celic in celic krvnih 
žil. Prisotnost ZV drugačnega izvora lahko nakazuje na travmo ali rakavo obolenje. 
Večina cirkulirajočih ZV v krvni plazmi izvira iz trombocitov. Na drugem mestu po 
številčnosti so ZV, ki izhajajo iz levkocitov [51]. Med slednjimi so za raziskave še 
posebej zanimivi monocitni ZV, ki izkazujejo številne funkcije in visoko aktivnost [52]. 
Eritrocitni ZV so dokaj številčni že v normalnih pogojih [53], ob nekaterih bolezenskih 
stanjih pa se njihova koncentracija močno poveča [51]. Prav tako je za resne bolezni 
značilno močno povišanje koncentracije ZV, sproščenih iz endotelijskih celic. V 
fizioloških pogojih je njihova koncentracija v krvni plazmi nizka [53]. V tabeli 1 so 
prikazani različni izvori ZV, ki jih najdemo v krvni plazmi, njihova velikost in  ostale 
lastnosti. Slednje se razlikujejo glede na različne avtorje in način pridobitve ZV. 
1.3.4 ZV in kardiovaskularne bolezni 
Kardiovaskularne bolezni predstavljajo enega najbolj relevantnih in razvijajočih se 
področij raziskovanja ZV. Proučevanje vloge ZV v fiziologiji srca in na področju 
kardiovaskularnih bolezni je v zadnjih letih postreglo s številnimi zanimivimi rezultati. 
ZV, sproščeni iz celic kardiovaskularnega sistema, imajo pomembne funkcionalne 
učinke, saj prenašajo RNA in lahko povzročijo spremembe v izražanju proteinov. 
Funkcionalne spremembe, ki jih povzročijo, so lahko škodljive ali zaščitne [54].  
Pri kardiovaskularnih boleznih imajo pomembno vlogo vnetni procesi. ZV, sproščeni iz 
različnih celic, pripomorejo k vaskularnim vnetnim procesom, npr. k endotelijski 
aktivaciji in adheziji ter transmigraciji monocitov [55]. Ye in sodelavci so poročali o 
povečani vsebnosti plazemskih eksosomov pri pacientih s kroničnim popuščanjem srca v 
primerjavi z zdravimi kontrolami. Ti eksosomi so prenašali mitohondrijsko DNA in 
sprožili vnetni odziv preko TLR9-NF-kB signalne poti [56]. Endotelijski MV naj bi 
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oslabili sposobnost vazorelaksacije preko inhibicije nastanka NO v tarčnih endotelijskih 
celicah [55]. MV, izolirani iz pacientov z miokardnim infarktom, so inducirali 
endotelijsko disfunkcijo ex vivo [57], medtem ko MV zdravih prostovoljcev niso imeli 
vpliva na endotelijsko funkcijo [55]. MV, sproščeni iz eritrocitov, reagirajo z NO in ga 
razgradijo, kar tudi inducira endotelijsko disfunkcijo [55].  
 
 
Tabela 1: ZV v krvni plazmi: njihova izvorna celica, velikost in ostale lastnosti 
Tip celice, ki 
je vir ZV 
Velikost ZV Lastnosti ZV in ostale ugotovitve Vir 
Eritrociti 
100–200 nm 
Lipidni dvosloj je bogat s fosfolipidi, proteini, holesterolom, 
lipidnimi rafti, hemoglobinom in acetilholinesterazo. 
[58] 
2 glavni 
populaciji: 
 
205.8 ± 51.4 
nm 
125.6 ± 31.4 
nm 
Različne populacije ZV vsebujejo različne komponente 
fosfolipidov in verjetno tudi različne membranske proteine. 
Vse populacije ZV so izkazale negativni naboj okrog 40 mV. 
Opazna je bila adhezija med ZV in eritrociti. ZV so morda 
vpleteni v tvorbo krvnih strdkov in v proces odstranitve 
eritrocitov s strani makrofagov. 
[59] 
≈ 200 nm 
Eritrocitni MV so okrogli. Med 25–45 % vseh je bilo 
pozitivnih na aneksin V (izražanje fosfatidilserina na 
površini). Eritrocitni MV najverjetneje aktivirajo komplement 
preko od trombina odvisnega mehanizma in so potencialni 
mediatorji s tranfuzijo povezanih zapletov. 
[60] 
Trombociti 
100–250 nm 
(> 90 % jih je 
bilo manjših 
od 500 nm) 
Trombociti sicer konstitutivno sproščajo ZV, vendar se 
vezikulacija lahko poveča preko delovanja različnih 
aktivacijskih poti. Aktivacijska pot določa število sproščenih 
ZV in njihov tovor. 
[61] 
Eksosomi: 40–
100 nm 
 
MV: 100–
1000 nm 
Trombocitni ZV lahko neposredno aktivirajo 
polimorfonuklearne celice in endotelijske celice. Sproščanje 
trombocitnih ZV je povezano s širokim naborom trombotskih 
in vnetnih patologij. Koncentracija trombocitnih ZV ni le 
označevalec nekega stanja, ampak  vpliva tudi na izid.  
[62] 
Eksosomi: 30–
100 nm 
 
MV: 100–
1000 nm 
Za  eksosome, sproščene iz trombocitov, so značilni 
površinski označevalci CD9, CD63, TSG101 in ALIX. 
Značilni proteini so CD31, CD41, CD42a, P-selektin, PF4 in 
GPIIb/IIIa. Površinski označevalec trombocitnih MV je 
flotilin, za njih sta značilna proteina faktor X in protrombin. 
[63] 
Levkociti 
0.1 to 1.0 µm 
Ob vnetju se poveča vsebnost veziklov, sproščenih iz 
nevtrofilcev. 
[64] 
90 % je 
manjših od 
500 nm 
Vsebnost ZV, sproščenih iz levkocitov, je povišana pri 
pacientih z ALS. Ti ZV so potencialni označevalci 
napredovanja te bolezni. 
[65] 
Večji od 200 
nm  
ZV, sproščeni iz levkocitov, so bili pozitivni na CD45 in 
negativni na CD105 ter CD235a. 
[66] 
Endotelijske 
celice 
30–300 nm 
ZV so bili sproščeni iz vaskularnih endotelijskih celic, v 
katerih je bilo sproženo vnetje (simulacija kardiovaskularne 
bolezni). 
[67] 
ALS – amiotrofična lateralna skleroza. 
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ZV povezujemo tudi z razvojem, napredovanjem in rupturo aterosklerotičnih plakov [55]. 
Avtorji poročajo o sposobnosti eksosomov, da stimulirajo angiogenezo [68], ta pa je 
pomemben proces pri kardiovaskularnih boleznih, saj pripomore k nestabilnosti plakov 
preko neovaskularizacije [55]. 
Povečano sproščanje ZV so med drugim opazili pri hipertenziji, trombocitopeniji in 
aterosklerozi [69, 70]. ZV bi potencialno lahko predstavljali nove biološke označevalce 
za določena bolezenska stanja [50], vendar je na tem področju potrebnih še precej 
raziskav za izboljšanje občutljivosti in specifičnosti, saj imajo lahko različna patološka 
stanja podobne variacije v vsebnosti oz. vsebini zunajceličnih veziklov [71]. 
Po drugi strani pa lahko ZV (predvsem endotelijskega izvora, pa tudi iz trombocitov in 
celic, ki regenerirajo endotelij) in vitro ter in vivo delujejo spodbudno na endotelijsko 
regeneracijo ter vaskularno zaščito [55]. Številne študije poročajo o protivnetnih učinkih 
ZV [55]. Avtorja Gasser in Schifferli na primer poročata, da MV, sproščeni iz 
nevtrofilcev, nimajo provnetnih učinkov na človeške makrofage. Nasprotno, ti vezikli so 
spodbudili sproščanje TGF-β1in zavrli vnetno aktivnost makrofagov na mestu poškodbe 
[72]. Dokazano je bilo, da ZV, ki vsebujejo miRNA, pripomorejo k vaskularni zaščiti in 
stabilizaciji plakov [55]. Primer je miR-233, ki lahko vstopa v vaskularne celice in steno, 
inhibira proliferacijo ter migracijo gladkih mišičnih celic in tako zmanjša velikost plakov 
[73]. MV pripomorejo k trombozi, medtem ko eksosomi  ex vivo zavirajo agregacijo 
trombocitov in njihovo adhezijo na kolagenski matriks [74]. Nekateri avtorji poročajo, da 
naj bi eksosomi izboljšali dolgoročno sposobnost krčenja srčne mišice [68].  
Ne glede na to, da imajo ZV tako pozitivne kot negativne učinke na kardiovaskularni 
sistem, so v vsakem primeru privlačna tarča za klinične raziskave in morebitne 
terapevtske pristope na področju kardiovaskularne medicine ter regenerativne terapije 
[50, 55]. 
1.3.5 ZV in ZTKO 
Srčno-pljučni obvod je danes rutinsko v uporabi pri številnih srčnih operacijah [75]. 
Različna kardiovaskularna bolezenska stanja so karakterizirana s spremenjenimi 
vrednostmi cirkulirajočih ZV različnih izvorov [44, 76], ki so kot komponenta krvi med 
operacijo z ZTKO nadalje izpostavljeni številnim stresnim dejavnikom, npr. visokim 
strižnim silam, turbulenci, zmanjšanemu onkotskemu pritisku zaradi razredčitve plazme, 
hipotermiji itd. [77].  
Različne celice sproščajo zunajcelične vezikle kot odziv na različne tipe stresa [78]. Med 
srčno-pljučnim obvodom lahko pride do padca v dostavi kisika [79], hipoksija pa 
dokazano spodbuja sproščanje eksosomov, in sicer iz tumorskih celic raka dojke [80].  
Oksidativni stres lahko povzroči sproščanje eksosomov iz mastocitov, ki so sposobni 
posredovanja zaščitnih signalov na isti stres ostalim celicam [81]. Do oksidativnega stresa 
pride tudi med ZTKO, in sicer zaradi hemolize, ishemije, perfuzijske poškodbe ter 
aktivacije nevtrofilcev [82].  
Tudi termalni stres predstavlja enega od dejavnikov, ki lahko spodbujajo sproščanje 
eksososmov, npr. iz T in B limfocitov pri levkemiji oz. limfomu [83]. Za operacije z 
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ZTKO je zelo pomembno uravnavanje temperature. Načrtno se lahko taki posegi izvajajo 
pri fiziološki temperaturi ali pri nižjih (hipotermija). Pride lahko tudi do nenačrtovane 
hipotermije [84]. Nižje temperature povezujemo s povišanim sproščanjem ZV [85, 86]. 
Število in tip ZV, ki se sprostijo med ZTKO, sta vsaj deloma odvisna od komponent, ki 
so prisotne v vezju [1].  
Potem ko gre kri skozi oksigenator, je sproščanje trombocitnih ZV večje v primerjavi z 
vrednostmi ZV v krvi pred obdelavo z oksigenatorjem [87].  
Prav tako endotelijske celice pljuč in popkovine sproščajo ZV kot odziv na spremembe v 
mehanskih silah [88]. Med slednje spada strižni stres, ki ga črpalke generirajo med srčno-
pljučnim obvodom [82]. In vitro študija je pokazala, da je sistem s centrifugalnimi 
črpalkami povzročil izrazitejše povišanje sproščanja ZV v primerjavi s sistemom z 
valjčnimi črpalkami [89]. V primerjavi z eritrociti in levkociti so trombociti bistveno bolj 
občutljivi na povišane strižne sile. Hitreje so podvrženi aktivaciji in fragmentaciji, s čimer 
je povezano sproščanje ZV [85, 90–91]. Povišano delovanje strižnih sil je v študiji 
Miyazakija in sodelavcev povišalo tvorbo mikroveziklov iz trombocitov [92]. V modelih, 
ki so simulirali ZTKO, je visok strižni stres (do 300 N/m2) povišal sproščanje 
trombocitnih ZV [93]. Tudi pri endotelijskih celicah obstaja povezava med spremenjenim 
krvnim pretokom/pritiskom in sproščanjem ZV [1]. 
Pri raziskovanju spreminjanja vrednosti ZV v povezavi z ZTKO je treba upoštevati 
razpolovno dobo ZV. Številne študije namreč poročajo o odvisnosti števila in tipa ZV od 
časa. Razpolovni čas ZV ni dobro poznan niti pri fizioloških pogojih [1], zaenkrat 
obstajajo le ocene, ki se gibljejo od nekaj minut do nekaj ur [94–96]. 
Uporaba srčno-pljučnega obvoda v medicini raste in prisotna je potreba po novih 
bioloških označevalcih, ki bi predvideli zaplete, povezane z njim. Natančnost trenutnih 
bioloških označevalcev je namreč omejena. Srčno-pljučni obvod v številnih primerih 
povzroči povišano sproščanje zunajceličnih veziklov in ZV so potencialni biološki 
označevalci za zaplete, povezane z ZTKO. Korelirajo namreč z resnostjo in izidom 
bolezni [1]. Vendar pa je pri tem potrebna previdnost, saj še ne znamo ločiti ZV, ki se 
tvorijo zaradi z ZTKO povzročenega stresa, od ZV, ki se tvorijo zaradi že obstoječega 
bolezenskega stanja. Mnogi pacienti, pri katerih je med operacijo nujna uporaba ZTKO, 
potrebujejo tudi transfuzijo krvi. Ta kri je lahko vir ZV, ki motijo meritve v primerih, ko 
so ZV uporabljeni kot biološki označevalci. ZV so nagnjeni k lepljenju na tuje površine, 
ki jih je pri srčno-pljučnem obvodu veliko – tudi v tem primeru gre lahko za lažno 
negativne meritve [1]. 
Treba je upoštevati, da imajo ZV tudi sposobnost sproženja procesov, ki vodijo do 
komplikacij ZTKO [1]. ZV vplivajo na fiziološke procese med ZTKO preko povečevanja 
celičnih interakcij z endotelijskimi celicami [85], aktivacije komplementa (z lepljenjem 
na C1q, C3 in C4 [97]), spodbujanja sproščanja provnetnih citokinov (npr. IL-6 [98]), 
transporta škodljivih encimov (npr. mieloperoksidaza [99]) in predstavitve antigenov ter 
adhezijskih faktorjev (ki zmanjšajo vaskularno relaksacijo [1, 100]).  
Nieuwland in sodelavci navajajo, da med operacijo s srčno-pljučnim obvodom pride do 
rahlega povišanja mikroveziklov iz trombocitov v sistemskem krvnem obtoku in v 
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perikardialni krvi. Ti MV imajo prokoagulantno aktivnost; predstavljajo dodatno 
katalitično površino za koagulacijsko kaskado in na koagulacijo vplivajo preko signalne 
poti, posredovane s tkivnim faktorjem/faktorjem VII [92, 101]. Lokalna tvorba 
mikroveziklov v aterosklerotičnih arterijah lahko pripomore k arterijski trombozi [92]. 
Tromboza pa predstavlja resen zaplet med uporabo ZTKO [1]. 
Ne le da so ZV potencialni biološki označevalci zapletov med srčno-pljučnim obvodom, 
ampak so tudi mediatorji teh zapletov. Vključenost v naštete procese dela zunajcelične 
vezikle potencialne tarče za terapevtske pristope [1]. 
1.3.6 Priprava vzorcev za analizo ZV 
Večina zgodnjih študij, ki obravnavajo metode izolacije in čiščenja ZV, je bila izvedena 
na materialih, pridobljenih iz celičnih kultur. Danes je znanstveni interes usmerjen v ZV, 
pridobljene iz telesnih tekočin (npr. kri, urin, maligni ascites), saj je njihova prisotnost 
potencialno povezana s kliničnimi informacijami [102]. Odvzem krvi, procesiranje 
vzorcev in shranjevanje vplivajo na koncentracijo, kompozicijo ter funkcijo ZV. Faza 
priprave vzorcev ima zato velik vpliv na nadaljnjo analizo [103].  
Najpogosteje uporabljene metode za izolacijo ZV iz krvi so diferencialno centrifugiranje 
oz. ultracentrifugiranje, centrifugiranje z gradientom gostote, metode, ki temeljijo na 
filtraciji, metode, ki temeljijo na imunoafiniteti in metode, ki temeljijo na precipitaciji 
[71, 104]. Analiza ZV se lahko izvaja tudi neposredno v plazmi, osiromašeni trombocitov, 
ali v plazmi brez trombocitov [105–109].  
Pri diferencialnem centrifugiranju gre za ločitev delcev glede na njihovo plovno gostoto. 
V prvem koraku se posedejo delci z visoko plovno gostoto, kot so npr. celice, sledijo 
celični debris, apoptotska telesca in agregati biopolimerov [104]. Kri se centrifugira pri 
sobni temperaturi in najprej pri nizkih hitrostih, da se odstranijo celice. Plazma brez celic 
se dalje centrifugira pri višjih hitrostih, slednje se v vsakem koraku povečujejo [104, 110]. 
Na koncu se v usedlini skoncentrirajo večji ZV (10.000–20.000 x g) oziroma z 
ultracentrifugiranjem tudi manjši ZV (100.000–120.000 x g). Poleg ZV so v usedlini 
prisotni kontaminanti, npr. agregati proteinov, virusi ter lipoproteini [111]. Za namen 
povišanja čistosti se lahko usedlina spere s PBS in ponovno centrifugira, možna je tudi 
mikrofiltracija [71, 104]. Treba pa je upoštevati, da dodatni koraki v izolaciji ZV, kot sta 
spiranje ter mikrofiltracija, ne le povečajo čistost ciljnih ZV, temveč tudi bistveno 
zmanjšajo njihovo kvantiteto [104]. Absolutna izolacija ZV z diferencialnim 
centrifugiranjem ni mogoča [71], sama učinkovitost metode pa je odvisna od številnih 
faktorjev, kot so na primer aceleracijski pospešek, tip rotorja, karakteristike rotorja in 
viskoznost vzorca. Poleg prisotnosti kontaminantov sta slabosti izolacije z diferencialnim 
centrifugiranjem še dolgotrajnost in draga oprema, omejeni sta tudi učinkovitost in 
uporaba v kliničnih študijah ter za namen diagnostike. Je pa s to metodo možna izolacija 
ZV iz velikih volumnov bioloških tekočin, potrebnih je le malo reagentov, na ZV pa poleg 
gravitacije in pipetiranja ne vpliva veliko invazivnih dejavnikov. Zaradi naštetih 
prednosti in dobre ponovljivosti je ultracentrifugiranje najpogosteje uporabljena metoda 
za izolacijo ZV [104]. 
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Kadar je potrebno doseči višjo čistost ZV, se lahko uporablja centrifugiranje z gradientom 
gostote. Plazma brez celic je nanešena na gradient sukroze in centrifugirana. Zaradi svoje 
edinstvene gostote se ZV ločijo od drugih kontaminantov. Če je potrebna biološko inertna 
substanca, se lahko namesto sukroze uporabi jodiksanol. Centrifugiranje z gradientom 
gostote v primerjavi z diferencialnim centrifugiranjem omogoča višje izkoristke ZV, 
vendar je ta metoda zahtevnejša in traja dlje časa [71]. 
Med metode izolacije, ki temeljijo na velikosti ZV, spada tudi filtracija. Pri tem je plazma 
brez celic prefiltrirana skozi membrane z različnimi velikostmi por. Na ta način se manjši 
ZV ločijo od večjih ZV, ZV pa se ločijo od proteinov, virusov in ostalih komponent 
plazme. Ta metoda je enostavna, poceni in prinaša velike izkoristke. Čistost lahko motijo 
kontaminanti podobnih velikosti, kot so ZV, ki skupaj z njimi preidejo membrano. Pod 
vprašajem je tudi struktura izoliranih ZV, potem ko so s silo potisnjeni skozi membrano 
[111]. 
Osnova metod izolacije ZV, ki temeljijo na imunoafiniteti, je prisotnost značilnih 
površinskih proteinov na določenih razredih ZV [111], kot so npr. CD9, CD63 in CD81 
na eksosomih [71]. Protitelesa ali druge molekule, konjugirane z magnetnimi kroglicami, 
se uporabljajo za selekcijo želenih ZV populacij ali pa za vezavo in odstranitev neželenih 
ZV [111]. Izolacija ZV, na katere so se vezala protitelesa, se zaključi z uporabo 
magnetnega polja ali centrifugiranja pri nizkih hitrostih [71]. Imunološke metode 
izolacije imajo potencial za doseganje visoke specifičnosti. To je posebej pomembno, ko 
delamo s točno določenimi populacijami ZV, npr. ZV rdečih krvnih celic [71, 111]. Hkrati 
pa so izkoristki te metode dokaj slabi v primerjavi z metodami, ki temeljijo na fizičnih 
lastnostih. Možen vzrok za to je, da označevalci niso prisotni ali prepoznani na vseh 
veziklih znotraj želene populacije [111]. 
Za izolacijo ZV iz plazme se lahko uporabljajo metode, ki temeljijo na precipitaciji. 
Vzorcu se doda raztopina, ki vsebuje hidrofilni polimer. Po kratki inkubaciji ZV 
precipitirajo in tvorijo usedlino, ki jo zberemo z ultracentrifugiranjem pri nizkih hitrostih. 
Ta metoda izkorišča pojav zmanjšanja topnosti spojin v raztopinah superhidrofilnih 
polimerov. Precipitacija zahteva relativno majhne volumne plazme in ni časovno 
potratna. Je pa pri takih metodah vprašljiva čistost izoliranih ZV in prisotnost polimerov, 
ki morda motijo nadaljnjo analizo ZV [104, 111]. 
Upoštevajoč naravo nadaljnjih metod detekcije je za nekatere aplikacije primerna tudi 
analiza ZV neposredno v plazmi, osiromašeni trombocitov [105, 106], ali v plazmi brez 
trombocitov [107–109]. Na ta način se preprečijo izguba ZV in njihove fenotipske 
spremembe med postopkom izolacije, kar je zaželeno [112], saj je vsebnost ZV v plazmi 
že tako relativno nizka [113]. Izolacija ZV iz plazme z uporabo centrifugiranja pri visokih 
hitrostih lahko na primer povzroči spremembo oblike ZV, agregacijo in/ali poškode ZV 
[108], pogosta spiranja med izolacijskimi postopki pa povzročijo velike izgube ZV [113]. 
Prednost analize ZV neposredno iz plazme je tudi ta, da je časovni okvir med odvzemom 
krvi in analizo ZV krajši, s čimer se izognemo aktivaciji celic ter koagulacijskim 
procesom, ki lahko vplivajo na vsebnost ZV ter njihove značilnosti [113]. Študije 
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dokazujejo, da je karakterizacija ZV lahko uspešna tudi z minimalno predpripravo 
vzorcev, kar je še posebej koristno za predklinične in klinične raziskave [106].  
Vse naštete metode priprave vzorcev imajo tako prednosti kot slabosti [71]. Dejstvo je, 
da izolacija ZV iz krvi predstavlja številne izzive, kot so npr. omejena dostopnost 
bioloških vzorcev, prisotnost proteinov in lipoproteinskih delcev, fizikalne lastnosti 
matriksa (viskoznost, gostota) ter prisotnost ZV iz različnih tipov celic v krvi [102]. 
Ogromne razlike med protokoli (tudi znotraj ene metode izolacije ZV) onemogočajo 
verifikacijo, primerjavo in analizo podatkov, pridobljenih od različnih raziskovalnih ekip 
[104]. Da bi raziskave ZV dosegle svoj polni potencial na področju klinične diagnostike 
in prognoze bolezni, je potrebna standardizacija ključnih parametrov: odvzema krvi, 
procesiranja in shranjevanja vzorcev, metod za izolacijo ZV iz plazme oz. pripravo 
vzorcev, karakterizacije velikosti ter števil ZV [102]. Zaenkrat se pred izbiro primerne 
metode za raziskavo svetuje upoštevanje sledečih dejavnikov: tipa vzorca, volumna 
vzorca, stanja vzorca, števila vzorcev za procesiranje, potrebne opreme, dostopne 
opreme, zahtevane čistosti in izkoristka ZV za nadaljnjo analizo, časa procesiranja vzorca 
ter cene na vzorec [71].  
1.3.7 Detekcija in analiza ZV 
Za določanje števila ZV, njihove velikosti in ostalih lastnosti (npr. prisotnosti specifičnih 
površinskih označevalcev) se uporabljajo različne optične ter neoptične metode [111]. 
Med prve sodijo analiza sledenja nanodelcem, dinamično sipanje svetlobe in pretočna 
citometrija. Nekatere neoptične metode pa so zaznavanje uporovnega pulza, elektronska 
mikroskopija, mikroskopija na atomsko silo in Ramanska spektroskopija [102, 114]. 
Izbiro za metodo detekcije določajo fizikalne lastnosti želenih ZV [103].  
Velikost delca določa, kako hitro bo difundiral skozi statično raztopino zaradi pojava, ki 
ga imenujemo Brownovo gibanje. Analiza poti gibanja omogoča določanje difuzijskega 
koeficienta in velikosti posameznih delcev, kar je osnova za metodo analize sledenja 
nanodelcem (angl. nanoparticle tracking analysis, NTA) [114]. NTA omogoča določanje 
koncentracije (107~109 delcev na ml) in porazdelitve velikosti (10 nm–1 μm) populacij 
ZV [102, 111, 115]. Shema osnovnega principa delovanje te metode je prikazana na sliki 
4. 
Delci v vzorcu sipajo laserski žarek in z uporabo Stokes-Einstove enačbe je na podlagi 
Brownovega gibanja, posnetega s CCD kamero, izračunana povprečna hitrost gibanja 
vsakega delca. Za zanesljivo kvantifikacijo heterogenih populacij ZV sta potrebni 
optimizacija kamere in nastavitev analize. Pogosto so potrebne ločene meritve z 
različnimi nastavitvami [111]. Analiza porazdelitve velikosti je pogosto omejena, saj so 
zaradi kontinuirane difuzije ZV posnete poti gibanja delcev relativno kratke. Posledično 
so statistične nezanesljivosti meritev relativno visoke [114]. NTA prav tako ne loči ZV 
od delcev, ki to niso [103] – v bioloških vzorcih so prisotni številni drugi delci (npr. 
agregati proteinov), ki so med analizo lahko vir razpršitve svetlobe in tako vplivajo na 
rezultat meritve. Kljub naštetim omejitvam pa NTA omogoča hitro oceno porazdelitve 
velikosti in koncentracije ZV ter je na tem področju široko uporabljena metoda [114].  
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Slika 4: Prikaz osnovnega delovanja metode NTA 
 
 
Analiza sledenja nanodelcem s fluorescenco (angl. Fluorescence NTA, Fl-NTA) se 
uporablja za specifično prepoznavanje fluorescenčno označenih objektov in na ta način 
omogoča ločitev ZV od drugih delcev. Ta metoda se še ni uveljavila kot standardna 
karakterizacija ZV, saj za detekcijo zahteva uporabo zelo svetlih ter fotostabilnih 
fluorescenčnih označevalcev (npr. kvantne pike) [114]. 
Dinamično sipanje svetlobe (angl. dynamic light scattering, DLS) omogoča izračun 
povprečne velikosti relativno monodisperznih populacij izoliranih delcev [111]. Rezultati 
so pridobljeni z analizo fluktuacij intenzitete laserskega žarka, ki se razprši na disperziji 
prosto potujočih ZV [114]. Za analizo heterogenih vzorcev ZV je ta tehnika manj 
primerna, rezultati pa so odvisni od programske opreme za analizo [111]. DLS zazna vse 
svetlobo sipajoče objekte v raztopini in ima zato omejeno uporabo pri minimalno 
procesiranih bioloških tekočinah. Prednosti metode pa sta preprostost in hitra pridobitev 
podatkov [114]. 
Pretočna citometrija je široko uporabljena metoda za analizo celic in se intenzivno  
uveljavlja tudi na področju analize ZV [114]. Hidrodinamski sistem omogoča kontroliran 
pretok posameznih ZV skozi merilno enoto [116], v kateri so posamezni vezikli 
analizirani z merjenjem sipane svetlobe, ki prihaja iz različnih laserjev. Sipano svetlobo, 
ki je posledica razlike v refraktivnih indeksih med ZV in raztopino, zaznajo detektorji. 
Detektor, ki je postavljen v smeri svetlobnega vira (angl. forward scatter, FCS), zazna 
sipanje, ki daje informacijo o velikosti posameznih ZV. Detektor, ki je postavljen pod 
pravim kotom glede na sipano svetlobo (angl. side scatter, SSC), pa pri konvencionalnih 
citometrih omogoča pridobitev podatkov o granularnosti in kompoziciji [114]. Poleg 
sipane svetlobe je možno tudi zaznavanje fluorescenčne svetlobe, kar zahteva uporabo 
fluorescenčnih reagentov [117]. Pri večini študij, ki proučujejo ZV z uporabo pretočne 
citometrije, gre za sočasno detekcijo sipane in fluorescenčne svetlobe z ZV, ki so 
označeni s fluorescenčnimi membranskimi označevalci ali fluorescenčnimi protitelesi za 
detekcijo specifičnih antigenov [114]. Pri analizi ZV s pretočno citometrijo je težava 
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nizka občutljivost zaznavanja, saj so ZV majhni, majhna pa je tudi razlika v refraktivnih 
indeksih ZV in raztopine. ZV sipajo svetlobo 10-krat manj intenzivno v primerjavi s 
polistirenskimi kroglicami, ki se običajno uporabljajo za kalibracijo [114, 118]. V 
bioloških vzorcih, v katerih je koncentracija ZV s specifičnim bioloških označevalcem 
majhna, se veže le malo molekul fluorofora in je tako fluorescenco težje zaznati [114]. 
Večina konvencionalnih pretočnih citometrov tako zazna le ZV, ki so večji od 500 nm 
[118] oz. po novejših poročanjih 300 nm [119]. Kjer majhnost ZV onemogoča analizo, 
jih je možno sklopiti z lateksnimi kroglicami  mikrometrskih velikosti [120–125]. Na ta 
način se lahko določi relativna prisotnost površinskih proteinov oziroma ostalih bioloških 
označevalcev [111], pretočna citometrija s sklopitvijo s kroglicami pa kot ena izmed 
metod za kvantifikacijo specifičnih molekul EV navedena tudi v smernicah MISEV 2018 
(ISEV) [126]. 
Novejši pretočni citometri pa so zmožni zaznavanja tudi manjših ZV [111] – vse do 100 
nm [127, 128] oz. z najnovejšimi instrumenti celo do 65 nm [119]. Osnova za izboljšano 
občutljivost je merjenje stranskega sipanja svetlobe vijoličnega laserja (405 nm) namesto 
modrega (488 nm). Prednosti merjenja stranskega sipanja svetlobe vijoličnega laserja 
(angl. violet side scatter, VSSC) so opisali McVey in sodelavci, ki so dokazali, da uporaba 
vijoličnega laserja poveča intenziteto sipane svetlobe in kvantno učinkovitost (angl. 
quantum efficiency, QE) ter izboljša natančnost detekcije referenčnih kroglic in bioloških 
populacij ZV iz mišje plazme ter bronhoalveolarnega izpirka. Posledično je izboljšana 
sposobnost ločevanja manjših kroglic oz. ZV od šuma instrumenta. To izboljšavo so 
avtorji najprej predvideli z in silico poskusi, ki so zajemali računalniške simulacije 
referenčnih kroglic in ZV ter kalkulacije sipanja svetlobe. Nato so predvidevanja na 
podlagi simulacij potrdili še z dejansko metodo pretočne citometrije, s katero so izvedli 
meritve na lateksnih in silicijevih kroglicah velikosti 180 do 880 nm ter na ZV, izoliranih 
iz mišje plazme in bronhoalveolarnega izpirka [129]. 
Teoretična osnova te izboljšave izhaja iz dejstva, da je sipanje svetlobe močno omejeno 
za delce, katerih premer je enak ali manjši od valovne dolžine vira svetlobe za detekcijo 
s pretočno citometrijo. Miejeva teorija (angl. Mie theory) napoveduje, da krajše valovne 
dolžine svetlobe močno izboljšajo sipanje svetlobe in intenziteto signala, kar se kaže v 
izboljšani resoluciji proučevanih delcev. Premer bioloških ZV je pogosto manjši od 
valovne dolžine vira svetlobe in uporaba nižje valovne dolžine svetlobe (405 nm) zato 
omogoča detekcijo večjega deleža ZV – tudi tistih, ki jih ni mogoče zaznati s svetlobo 
valovne dolžine 488 nm. Uporaba VSSC predstavlja enostavno strategijo za bolj natančno 
kvantifikacijo ZV in detekcijo večjega deleža manjših ZV [129]. 
Uporaba pretočnih citometrov z VSSC, med katere spada pretočni citometer CytoFLEX 
(Beckam Coulter), omogoča neposredno analizo izražanja antigenov na bioloških 
nanodelcih v kliničnih vzorcih, kot so kri, plazma, urin in bronhoalveolarni izpirek. Taka 
analiza odpira možnosti za uporabo pretočnega citometra CytoFLEX v kliniki, 
konkretneje za izvedbo minimalno invazivnih biopsij bioloških tekočin. [119]. Instrument 
CytoFLEX je podrobneje opisan v Eksperimentalnem delu, poglavje 3.4.2. 
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Zaznavanje uporovnega pulza (angl. resistive pulse sensing) je novejša alternativa 
metodi NTA in omogoča merjenje koncentracije ter porazdelitve velikosti. Zaznavanje 
posameznih ZV omogoča prehodni padec v ionskem toku, ki je posledica potovanja 
vezikla skozi membrano z nanoporami. Polidisperzni sistemi običajno zahtevajo 
kombinacijo rezultatov, pridobljenih z več kot 1 membrano z nanoporami [111]. 
Tehnike elektronske mikroskopije so na področju raziskav ZV zelo uporabne, saj 
omogočajo neposredno dokazovanje prisotnosti vezikularnih struktur. Pri transmisijski 
elektronski mikroskopiji (angl. transmission electron microscopy, TEM) je to doseženo z 
uporabo barvanja s težkimi kovinami in vdelave v metilcelulozo. Vzorec se za analizo 
pripravi z nanosom koncentrirane suspenzije na ZV mrežico in fiksiranjem (npr. s 
paraformaldehidom). Lahko se fiksira tudi usedlina ZV na dnu centrifugirke, iz katere se 
pripravi tanke prečne rezine za analizo. Uporaba suspenzije je manj zahtevna metoda, 
vendar pa je sekcioniranje usedlin bolj informativno [111]. Metoda TEM je velikokrat 
kombinirana z uporabo imunoglobulinov, sklopljenih z nanodelci zlata. Tako je 
omogočeno zaznavanje specifičnih lastnosti ZV, npr. prepoznavanje točno določenega 
membranskega proteina (imuno-elektronska mikroskopija [103, 111]). Poleg TEM se za 
proučevanje ZV uporabljata tudi vrstična elektronska mikroskopija in krio-elektronska 
mikroskopija. Z elektronsko mikroskopijo določamo morfologijo in velikost ZV ter 
prisotnost specifičnih označevalcev [111]. Območje velikosti je 0.1 nm–μm [102]. 
Pomanjkljivosti metode pa sta omejena uporaba za merjenje koncetracij ZV [111] in 
deformacija ZV strukture pri postopku fiksacije [102]. 
Mikroskopija na atomsko silo (angl. atomic force microscopy, AFM) omogoča 
proučevanje topologije površin z nanometrsko resolucijo. Po površini potuje izjemno 
ostra konica in njen odklon je osnova za določanje višine posameznih površinskih 
elementov. Običajno se proučevanje z AFM uporablja za suhe, imobilizirane vzorce ZV, 
pri tem se določa njihova velikost ter struktura. AFM omogoča tudi pridobitev informacij 
o mehanskih lastnostih, kot sta togost in elastičnost ZV [114]. 
Analizo zunajceličnih veziklov v veliki meri ovirata njihova heterogenost in kompleksna 
narava bioloških in kliničnih vzorcev ZV. Karakterizacijo ZV otežujejo tudi kontaminanti 
v bioloških in kliničnih vzorcih, kot so npr. proteinski kompleksi, lipoproteini, mikrobi, 
mikrosomi ter kromatin [111, 114].  
Idealna metoda za analizo ZV naj bi zaznala ZV velikosti 50 nm in več, imela jasno 
določene omejitve detekcije za vsak merjeni parameter, določala koncentracijo ZV glede 
na volumen vzorca ter določala imunofenotip vsakega ZV. V praksi večina metod ne 
zazna najmanjših ZV. Meja detekcije je pogosto nedefinirana, kar onemogoča primerjavo 
izmerjenih koncentracij ZV in zmanjša relevantnost statističnih parametrov porazdelitve 
velikosti [103]. Potrebni sta nadaljnja optimizacija in standardizacija protokolov za 
kvantifikacijo ter karakterizacijo ZV [111]. 
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2 Namen dela in hipoteze 
Z ZTKO, ki je ključen za večino operacij na odprtem srcu, je povezan neželen sistemski 
vnetni odgovor, ki spominja na sepso in lahko vodi do razvoja pooperativnih zapletov ali 
smrti [1, 4]. Obstaja potreba po razvoju novih bioloških označevalcev, ki bi uspešno 
predvideli zaplete, povezane z ZTKO. Zunajcelični vezikli so ne le potencialni biološki 
označevalci z ZTKO povezanih zapletov, temveč tudi potencialni efektorji bolezenskih 
stanj in posledično zanimiva tarča za terapevtske pristope. Spremljanje ravni in časovnih 
profilov ZV ter prisotnosti antigenov na ZV ima potencial, da postane rutinski presejalni 
postopek v klinični praksi [1]. 
Številne raziskave proučujejo delovanje posameznih stresnih dejavnikov (podobnih 
tistim, ki so jim ZV izpostavljeni med ZTKO) na ZV. Manj študij pa obravnava vpliv, ki 
ga ima na ZV zunajtelesni krvni obtok. Med ZTKO je kri namreč v stiku z obširno, tujo 
površino in je podvržena mehanični travmi ter ostalim stresnim dejavnikom. Pomembno 
vprašanje ostaja tudi, kako na ZV vplivajo posamezne komponente vezja. Med slednje 
spadajo npr. terapevtski medicinski pripomočki, kot je nedavno odobreni zunajtelesni 
adsorber citokinov CytoSorb®. Ker so ZV povezani z vnetnimi procesi, lahko nanje 
potencialno vplivajo tudi ostali procesi in posegi, povezani z vnetjem, npr. administracija 
protivnetnih učinkovin. 
Glavni namen magistrskega dela je bil proučiti vpliv ZTKO kot takega, ZTKO z 
zunajtelesno imunoadsorpcijo in ZTKO z administracijo kortikosteroidov na 
koncentracijo ter velikost ZV v krvi pacientov, ki so prestali kompleksno srčno operacijo. 
Z izbiro metod za analizo smo želeli omogočiti širok razpon velikosti proučevanih 
veziklov, saj se dosedanje študije v večini osredotočajo zgolj na MV [1]. V naslednjem 
koraku smo želeli proučiti morebitno korelacijo rezultatov s kliničnimi podatki o 
posameznih pacientih.  
Sekundarni cilj magistrske naloge je bil optimizacija postopkov za karakterizacijo in 
kvantifikacijo ZV z analizo sledenja nanodelcem ter pretočno citometrijo. NTA je novejša 
metoda, katere standardizacija še ni bila v celoti izvedena [114]. Naš cilj je bil proučiti 
vpliv posameznih nastavitev NTA-instrumenta na izmerjene podatke o velikosti ter 
koncentraciji delcev in na podlagi tega določiti optimalno nastavitev, ki bo za naše vzorce 
omogočila najbolj relevantne ter zanesljive meritve. Mednarodno združenje za 
zunajcelične vezikle (angl. International Society for Extracellular Vesicles, ISEV) 
spodbuja raziskovalce k poročanju o eksperimentalnih podrobnostih izvedbe meritev z 
uporabo pretočne citometrije [114]. Protokol za pripravo vzorcev za analizo ZV s 
pretočnim citometrom ni standardiziran, zato smo želeli proučiti, kako določene 
spremenljivke protokola vplivajo na rezultate ter na podlagi ugotovitev izbrati optimalne 
postopke za pripravo vzorcev. 
S proučevanjem vpliva ZTKO, zunajtelesne imunoadsorpcije in administracije 
kortikosteroidov na ZV smo želeli pripomoči k ovrednotenju učinkov novih metod v 
kardiologiji za zmanjšanje vnetnega odgovora po ZTKO ter zmanjšanje upada 
kognitivnih funkcij po srčnih operacijah. Predvsem smo želeli preučiti pomen določanja 
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ZV za predvidevanje zapletov, povezanih z ZTKO. Z optimizacijo protokolov za pripravo 
vzorcev in izvedbo analize smo želeli prispevati k problematiki pomanjkanja 
standardizacije metod za kvantifikacijo ter karakterizacijo ZV. 
 
Pred izvedbo eksperimentalnega dela smo si postavili naslednje hipoteze: 
1. ZTKO bo statistično značilno vplival na velikost in raven ZV. 
2. Trend spremembe velikosti in ravni ZV zaradi ZTKO bo enakega predznaka pri 
vseh bolnikih. 
3. Zunajtelesna imunoadsorpcija ne bo dodatno vplivala na spremembo velikosti in 
ravni ZV, povzročeno s samim ZTKO. 
4. Administracija metilprednizolona bo dodatno vplivala na spremembo velikosti ter 
ravni ZV, povzročeno s samim ZTKO. 
5. Velikost in raven ZV v vzorcih krvi bolnikov pred ZTKO in po njem bosta 
povezani s kliničnimi podatki bolnikov.  
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3 Eksperimentalni del 
Vse laboratorijske poskuse in statistično analizo za magistrsko delo smo opravili na 
Inštitutu za farmakologijo in eksperimentalno toksikologijo (IFET) Medicinske fakultete 
v Ljubljani. Raziskava je bila izvedena v okviru projekta ARRS J7-7138 Učinki novih 
metod v kardiologiji v Univerzitetnem kliničnem centru Ljubljana (UKCLJ) na 
Kliničnem oddelku za kardiokirurgijo in Kliničnem oddelku za anesteziologijo in 
intenzivno terapijo medicinskih strok (vodja projekta: Matej Podbregar). Iz podatkov, 
pridobljenih v UKCLJ, smo pridobili tudi vse demografske in klinične podatke bolnikov, 
katerih vzorce smo analizirali, ter podatke o značilnostih operativnega postopka.  
3.1 Bolniki in operativni postopek [130] 
3.1.1 Bolniki  
Za naše analize smo dobili vzorce 23 bolnikov, medtem ko je bilo v celotno raziskavo 
vključenih 76 bolnikov [131]. Osebe, povabljene v raziskavo, so bile izbrane med bolniki 
na Kliničnem oddelku za kirurgijo srca in ožilja UKCLJ, ki so bili predvideni za 
načrtovano, kompleksno srčno operacijo z uporabo ZTKO s podaljšanim trajanjem (> 2 
uri). Raziskavo je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko (št. 
odobritve: 118/02/15, dne 20. 2. 2015). Sodelovanje v raziskavi je bilo prostovoljno in 
sodelujoči zanj niso prejeli nikakršnega nadomestila. Pred raziskavo so bili vsi bolniki 
poučeni o poteku raziskave. Pridobljeni so bili pisni pristanki na operacijo in anestezijo 
ter privolitve za sodelovanje v raziskavi. Bolnikom so bile zagotovljene vse potrebne 
informacije o raziskavi. 
 
Vključitveni kriteriji za sodelovanje v raziskavi: 
 elektivni srčni kirurški posegi s pričakovanim podaljšanim trajanjem ZTKO (dalj 
kot 2 uri), kot so kombinirani posegi na zaklopkah in koronarnih arterijah, posegi 
na več zaklopkah, posegi na ascendentni aorti in aortnem loku in reoperacije istega 
tipa, 
 polnoletnost. 
 
Izključitveni kriteriji za sodelovanje v raziskavi: 
 nestrinjanje s sodelovanjem v raziskavi, 
 bolniki, mlajši od 18 let, 
 nosečnice, 
 nujni posegi, 
 bolniki za transplantacijo srca, 
 bolniki za implantacijo mehanske cirkulatorne podpore (angl. left ventricular 
assist device – LVAD, right ventricular assist device - RVAD, total artificial heart 
– TAH), 
 bolniki, ki so na zdravljenju z kemoterapijo, imunosupresivno terapijo, 
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 bolniki, ki so na zdravljenju s protilevkocitnimi zdravili ali TNFα blokerji, 
 imunokompromitirani bolniki (AIDS), levkopenija (pod 4,0x10 /L), 
 bolniki, ki kažejo klinične in laboratorijske znake infekta (CRP > 2 mg/dl [20 
mg/L], PCT > 0,5 mg/L, Le > 10,0x10 /L), 
 bolniki s serumskim kreatininom > 2 mg/dl (176 mmol/L), 
 bolniki z bilirubinom > 2 mg/dl (34,2 mmol/L), 
 bolniki, ki so utrpeli možgansko kap, 
 kahektični (podhranjeni) bolniki, BMI < 18. 
 
Bolniki, izbrani za našo raziskavo (N = 23), so bili naključno razdeljeni v tri skupine: 
1. Kontrolna skupina: 9 bolnikov, ki so bili operirani na srcu z uporabo 
podaljšanega ZTKO brez uporabe CytoSorb® kapsule ali administracije 
kortikosteroidov. 
2. Skupina s kapsulo: 8 bolnikov, ki so bili operirani na srcu z uporabo 
podaljšanega ZTKO in uporabo CytoSorb® kapsule med ZTKO. 
3. Kortikosteroidna skupina: 6 bolnikov, ki so bili operirani na srcu z uporabo 
podaljšanega ZTKO brez uporabe CytoSorb® kapsule in z dodatkom 1 g 
metilprednizolona v perfuzijsko raztopino za pripravo sistema na ZTKO. 
 
Dodatno sta v raziskavi sodelovala 2 bolnika (v besedilu omenjena kot testna bolnika), ki 
sta bila iz klinične študije izključena po odvzemu prvega vzorca zaradi nepravilnosti v 
postopku randomizacije. Preden smo izvedeli za njuno izključitev, smo vzorca že 
pripravili za shranjevanje, zato smo ju uporabili za različne poskuse v fazi predštudije, 
saj smo bili omejeni s količino vzorca sodelujočih bolnikov. 
Po vseh opravljenih analizah smo izvedeli, da so iz študije izključili še 5 bolnikov 
(kontrola-2, kapsula-1, kortikosteroidi-2). Razlogi so bili naslednji: kirurške komplikacije 
(2), odprt prsni koš (3), pooperativna kirurška krvavitev (2), tamponada s 
hematotoraksom (2) in nepravilna randomizacija (1). Zaradi majhnega števila bolnikov 
smo se odločili, da bomo obdržali vse rezultate vzorcev. Ker so nekateri rezultati zelo 
odstopali, smo jih komentirali v ločenem poglavju.  
3.1.2 Operativni postopek  
Predoperativna priprava, medoperativni potek in zgodnje pooperativno zdravljenje so 
potekali po standardnem operativnem postopku (SOP), ki je bil sprejet na KO za 
anesteziologijo in intenzivno terapijo operativnih strok leta 2009 in ponovno potrjen leta 
2013. 
 
Splošna predoperativna preiskava je vključevala: 
 natančno anamnezo, 
 klinični pregled, 
 EKG, rentgenski posnetek pljuč, spirometrijo, 
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 ultrazvok srca, koronarografijo,  
 laboratorijske preiskave krvi: hemogram z DKS in sedimentacijo; biokemijske 
preiskave (krvni sladkor, elektroliti, dušični retenti, jetrni testi, proteinski status, 
testi strjevanja krvi); določitev vnetnih parametrov (CRP, PCT) –  te preiskave so 
bile izvedene pred operacijo, po koncu posega, 24 ur in 48 ur po posegu ter 5. 
pooperativni dan. 
 
Po predoperativni pripravi in premedikaciji z benzodiazepini so bili bolniki operirani v 
splošni anesteziji. Pred uvodom v splošno anestezijo je bila vsakemu bolniku vstavljena 
arterijska kanila za invazivno merjenje arterijskega krvnega tlaka in ostalih 
hemodinamskih parametrov (FloTrac sensor, Edwards, ZDA). Za intravenski uvod v 
anestezijo so bili uporabljeni opioidni analgetik fentanil 5–10 µg/kg, anestetik etomidat 
0,2–0,3 mg/kg in mišični relaksant rokuronium 0,6 mg/kg za intubacijo traheje. Po 
intubaciji traheje so bili bolniki mehansko ventilirani z volumsko ali tlačno kontrolirano 
ventilacijo z dihalnim volumnom 6–8 ml/kg idealne telesne teže za vzdrževanje CO2 v 
izdihanem zraku (EtCO2) 4–5 kPa. Po uvodu v anestezijo je bil pri vsakem bolniku 
vstavljen centralni venski kateter (PreSep central venous oximetry catether, Edwards 
ZDA) za hemodinamske meritve in vensko oksimetrijo in MAC (multiaccess catheter) za 
nadomeščanje tekočin. Splošna anestezija je bila do ZTKO vzdrževana s hlapnimi 
anestetiki in nepretrgano infuzijo opiatnega analgetika remifentanila; med ZTKO sta bili 
za vzdrževanje anestezije uporabljeni nepretrgani infuziji remifentanila in intravenskega 
anestetika propofola (4–12 mg/kg/h). 
Med operacijo sta bila uporabljena standardni in razširjeni hemodinamski nadzor bolnika: 
EKG, neposredno merjenje arterijskega krvnega tlaka, merjenje osrednjega venskega 
tlaka, minutni volumen srca, sistemski žilni upor, centralna venska nasičenost s kisikom, 
variacija pulznega tlaka, variacija udarnega volumna srca (platforma ZV 1000, Edwards, 
ZDA). 
Nadzorovani so bili tudi sledeči parametri: nasičenost hemoglobina s kisikom, 
kapnografija, nasičenost možganskega tkiva s kisikom (near infrared spectroscopy, 
NIRS), globina anestezije (bispectral index, BIS), telesna temperatura, urna diureza in 
plinska analiza arterijske krvi. Beleženi so bili tip in trajanje operativnega posega, trajanje 
ZTKO, čas zaklemanja aorte, izguba krvi in količina terapije s tekočinami ter krvjo in 
krvnimi pripravki, uporaba inotropnih in/ali vazoaktivnih zdravil, uporaba inzulina. Med 
posegom so bili s transezofagealnim ultrazvokom srca (TEE) ocenjeni globalna srčna 
funkcija, regionalne motnje krčljivosti, funkcije zaklopk, volumski status, pred 
odklemanjem aorte pa je bilo izvedeno odzračevanje. 
Uporabljena sta bila standardni aparat za ZTKO in standarni tip oksigenatorja (tip 
oksigenatorja Inspire, Sorin (Milano, Italija) ali Fusion, Medtronic (Minneapolis, ZDA)). 
Tekočina za pripravo sistema za ZTKO je vsebovala ringer, 20-% manitol in heparin. 
V preiskovani skupini bolnikov z uporabo CytoSorb® kapsule se je ta vklopila v ZTKO 
aparat v paralelni krog izventelesne cirkulacije. Pretok preko CytoSorba® kapsule je bil 
reguliran s črpalko (pretok 200 ml/min). 
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Po koncu operacije so bili bolniki premeščeni v Enoto kardiovaskularne intenzivne 
terapije (KVIT) – intubirani, sedirani in mehansko ventilirani. Bolniki so bili zbujeni in 
ekstubirani po izpolnitvi naslednjih kriterijev: buden, sodelujoč bolnik, s popolno 
povrnitvijo nevromišične funkcije, z nasičenostjo hemoglobina s kisikom nad 96 % ob 
FiO2 0,5 ali manj, EtCO2 manj kot 6 kPa, s stabilno hemodinamiko in telesno temperaturo 
ter z drenažo po retrosternalnem drenu manj kot 100 ml/h. 
Pooperativna bolečina pri bolnikih je bila zdravljena z nepretrgano intravensko infuzijo 
kombinacije opiatnega analgetika morfija in nesteroidnega analgetika metamizola. 
Poleg demografskih značilnosti bolnikov in njihovega predoperativnega zdravstvenega 
stanja so bili dokumentirani tudi medoperativni podatki (vrsta in trajanje operacije, 
trajanje ZTKO, obdobje ishemije, hemodinamske meritve, uporaba 
inotropne/vazoaktivne terapije, inzulina, tekočine, krvi in krvnih derivatov), trajanje 
mehanske ventilacije pljuč v Enoti KVIT, čas intenzivnega zdravljenja, pooperativni 
zapleti ter 30-dnevna mortaliteta. Pooperativne hemodinamske vrednosti so bile beležene 
v prvih 5 postoperativnih dneh. 
 
Vzorci krvi so bili odvzeti:  
 pred indukcijo v splošno anestezijo, 
 po koncu ZTKO, 
 po koncu operativnega posega ob sprejemu v KVIT, 
 24 ur po posegu, 
 48 ur po posegu,  
 peti pooperativni dan. 
 
V preiskovani skupini z uporabo CytoSorb® kapsule sta bili izvedeni 2 dodatni preiskavi 
drugo uro med potekom ZTKO: 
 iz krvi v ZTKO pred kapsulo, 
 iz krvi po iztoku iz kapsule. 
 
Od zgoraj naštetih vzorcev smo za našo raziskavo dobili samo 2 različna vzorca krvi (glej 
poglavje 3.2.4, Vzorčenje). Poleg proučevanja velikosti in ravni ZV v plazmi so bili v 
drugih raziskavah na vzorcih istih pacientov določeni še ostali parametri: 
 pro- in protivnetni citokini: TNFα, IL2, IL6, IL8, IL10 v plazmi (določanje z 
ELISA), 
 produkt komplementa C5a, 
 PON1 aktivnost, genotip in fenotip,  
 lipidni status (holesterol HDL in LDL), 
 hsCRP (high sensitivity CRP), PCT (metoda ECLIA), DKS, 
 albumin, fibrinogen, 
 celični imunološki status: 
o limfociti: CD3, CD4, CD8, HLADR, CD163,CD 64, CD16+CD56, Treg 
določanje s pretočno citometrijo, 
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o mieloperoksidaza. 
 Uporabljen je bil standardni klinični pristop za odkrivanje okužbe (mikrobiološka 
izolacija bakterij in gliv). 
 
V pooperativnem obdobju so bili beleženi zapleti, kot so krvavitve, hemodinamska 
nestabilnost, motnje dihalne funkcije, poslabšanje ledvične, jetrne in možganske funkcije 
ter okužbe. Bolniki so bili premeščeni iz intenzivne enote na polintenzivni oddelek, ko so 
bili izpolnjeni pogoji: nasičenost hemoglobina s kisikom 94 % ali več pri FiO2 0,5 ali 
manj, hemodinamska stabilnost brez hemodinamsko pomembnih aritmij, urne diureze 
več kot 0,5 ml/kg/uro, brez intravenske inotropne ali vazopresorne terapije in brez 
epileptične aktivnosti ali delirija ter brez znakov infekta. Nadaljnje spremljanje po 
telefonu se je izvajalo 30 dni po posegu, poudarek je bil na pozni pooperativni obolevnosti 
in umrljivosti. 
 
Za nekatere klinične podatke smo prejeli rezultate dveh odvzemov, prvi odvzem je bil 
pred indukcijo v anestezijo (oznaka 1. odvzem), drugi odvzem pa po končanem 
zunajtelesnem krvnem obtoku (oznaka 2. odvzem). 
Za raziskavo nismo imeli  na voljo vseh zgoraj naštetih kliničnih podatkov, ampak samo 
izbrane (glej poglavje Rezultati). Poleg tega za bolnike, ki so bili izključeni iz študije, 
nismo imeli na voljo nobenih kliničnih podatkov.  
3.2 Vzorčenje, priprava in shranjevanje vzorcev 
3.2.1 Materiali 
 vzorci krvi bolnikov, vključenih v raziskavo 
 tekoči dušik 
 termoizolirana posoda 
 filtriran pufer DPBS brez kalcijevega klorida in magnezijevega klorida 
(Dulbecco's Phoshpate Buffered Saline, 10x, SIGMA) 
3.2.2 Laboratorijski pribor 
 4 ml epruveta z antikoagulantnim pufrom Na-citrat 0,109 M (3,2 %), v kateri je 
bil shranjen vzorec krvi 
 PP koničaste epruvete za centrifugiranje (4,5 ml) 
 PP mikrocentrifugirke (2 ml) 
 avtomatske pipete za volumne 10–100 µl, 20–200 µl, 100–1.000 µl 
 nastavki za pipete, volumni 10–100 µl, 20–200 µl, 100–1.000 µl  
 Acrodisc® filter (premer por 0,20 µm, Pall Corporation ZDA) 
3.2.3 Aparature 
 centrifuga 3K30 (Sigma, Nemčija) 
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3.2.4 Vzorčenje 
Za naše analize so bolnikom  med postopkom 2-krat odvzeli 4 ml krvi v vakuumsko 
epruveto z dodatkom Na-citrata: 
 1. odvzem: pred indukcijo v anestezijo (oznaka: pred ZTKO), 
 2.  odvzem: po koncu ZTKO (oznaka: po ZTKO). 
 
Takoj po odvzemu smo odšli po vzorce v operativni blok UKCLJ in jih odnesli na IFET, 
kjer smo nemudoma začeli z njihovo pripravo. Vzorci so bil ves čas na sobni temperaturi. 
3.2.5 Priprava plazme, osiromašene trombocitov (angl. platelet-poor plasma, PPP) 
Takoj po odvzemu vzorca krvi smo odprto epruveto 15 minut centrifugirali pri 
temperaturi 22 °C na 2.500 x g. Supernatant smo prenesli v 4,5 ml koničasto PP epruveto. 
Pri tem smo pazili, da se nismo dotaknili usedline, prav tako smo se izognili morebitnim 
plavajočim maščobam. Epruveto s supernatantom smo ponovno centrifugirali 15 minut 
pri temperaturi 22 °C na 2.500 x g. Supernatant smo prenesli v 4,5 ml koničasto PP 
epruveto, na enak način kot po prvem centrifugiranju. Zbrano plazmo, revno s trombociti, 
smo prefiltrirali skozi Acrodisc® filter in tako pridobili plazmo brez trombocitov. To smo 
prenesli v 2 ml PP mikrocentrifugirke, tako da smo jo razdelili na alikvote po 200 µl. 
3.2.6 Zamrzovanje in shranjevanje vzorcev PPP plazme 
Vzorce smo zamrznili v parah tekočega dušika po prilagojenem postopku za shranjevanje 
spermijev za umetno oploditev [132]. V pripravljeno termoizolirano posodo smo nalili 
ustrezno količino tekočega dušika. V posodo z nalitim dušikom smo postavili kovinsko 
stojalo višine 5 cm. Mikrocentrifugirke z vzorci smo postavili v kartonasto ogrodje in ga 
postavili na kovinsko stojalo. Alikvote (200 µl) smo pustili v parah tekočega dušika 4 
minute in 50 sekund. Termoizolirna posoda je bila v tem času pokrita s prilegajočim 
pokrovom. Mikrocentrifugirke smo vzeli iz posode, odprli pokrovček in izpustili dušik, 
ki se je pri zamrzovanju morda ujel vanje. Vzorce smo nato shranili v zamrzovalnik na 
temperaturo –80 °C. 
Za nadaljnje postopke smo zamrznjene vzorce hitro odtalili v vodni kopeli na 37 °C. 
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3.3 Analiza ZV z metodo NTA 
3.3.1 Materiali 
 vzorci PPP plazme, pridobljeni v postopku iz poglavja 3.2.6 
 monoklonska protitelesa proti CD63, konjugirana z Alexa Fluor® (Thermo Fisher 
MA5-18149) 
 ultra čista Milli-q (Mq) voda 
 filtriran pufer DPBS brez kalcijevega klorida in magnezijevega klorida 
(Dulbecco's Phoshpate Buffered Saline, 10x, SIGMA) 
 100 nm polistirenske lateksne mikrosfere v vodni suspenziji (NTA4088, 
Malveren) 
3.3.2 Laboratorijski pribor 
 avtomatske pipete za volumne 10–100 µl, 20–200 µl, 100–1.000 µl 
 nastavki za pipete, volumni 10–100 µl, 20 - 200 µl, 100–1.000 µl  
 Acrodisc® filter (premer por 0,20 µm, Pall Corporation ZDA) 
 brizge volumna 1 ml za injiciranje vzorcev v cevje instrumenta NanoSight NS300 
3.3.3 Aparature 
 NanoSight NS300, opremljen z modrim laserjem (488 nm; moč 45 mW) in 
kamero tipa sCMOS (Malvern, Westborough, MA, ZDA) 
 injekcijska črpalka za NanoSight NS300 (Malvern, Westborough, MA, ZDA) 
3.3.4 Priprava vzorcev  
Vsak biološki vzorec je specifične narave, zato za pripravo vzorcev ni univerzalnega 
protokola. Z namenom, da določimo optimalen protokol za pripravo naših vzorcev, smo 
izvedli predštudijo, v kateri smo proučevali vpliv diferencialnega ultracentrifugiranja PPP 
plazme v fazi predpriprave (Priloga P1) in vpliv nekaterih nastavitev instrumenta ter 
spremenljivk pri pripravi vzorcev (Priloga P2) na rezultat meritev z instrumentom NS300. 
Protokol za pripravo vzorcev je bil nato določen glede na rezultate predštudije in 
priporočila proizvajalca [133]. 
Zamrznjene vzorce, pridobljene s postopki iz prejšnjega poglavja, smo vedno hitro 
odmrznili v vodni kopeli na 37 °C in jih pred izvedbo meritev redčili s pufrom DPBS. Za 
vzorce iz kategorije pred ZTKO je bil faktor redčenja Fr2 = 100, za vzorce iz kategorije 
po ZTKO pa smo upoštevali faktor redčenja Fr1 = 20. Vzorcev nismo dodatno filtrirali. 
Temu protokolu za pripravo smo sledili tako pri proučevanju vpliva diferencialnega 
ultracentrifugiranja PPP plazme v fazi predpriprave (Priloga P1) kot pri sami študiji, v 
kateri smo meritve izvedli na vzorcih PPP plazme vseh 23 bolnikov. 
Za razliko od analize s pretočno citometrijo so bili faktorji redčenja vzorcev za analizo z 
NTA upoštevani pri podajanju končnih rezultatov. Posledično ni možna neposredna 
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primerjava absolutnih vrednosti med rezultati, pridobljenimi z NTA, in rezultati, 
pridobljenimi s pretočno citometrijo. 
Priprava vzorcev za merjenje CD63-pozitivnih delcev 
CD63 je eden od najpogostejših označevalcev za ZV [126]. NTA je za merjenje 
fluorescence zelo neobčutljiva metoda, zato moramo izbrati zelo svetel fluorokrom in 
visoko razmerje med protitelesi in ZV (1:10), kar tudi močno podraži analizo. Obenem 
pomaga, da izberemo dolgo inkubacijsko dobo, s čimer povečamo možnost interakcije 
fluorescenčno zaznamovanih protiteles s tarčo.  
Oba vzorca (pred ZTKO in po ZTKO) enega bolnika smo preko noči na sobni temperaturi 
inkubirali z monoklonskimi protitelesi proti CD63, konjugiranimi z barvilom Alexa 
Fluor® (Thermo Fisher MA5-18149) v razmerju 1:10 (protitelesa:vzorec). Redčitev z 
DPBS smo izvedli tik pred meritvijo. Za vzorec pred ZTKO je bil faktor redčenja Fr2 = 
100, za vzorec po ZTKO pa smo upoštevali faktor redčenja Fr1 = 20. 
3.3.5 Meritev z instrumentom NanoSight NS300 
Za izvedbo meritev po metodi NTA smo uporabili instrument NanoSight NS300. Za 
zagotavljanje konstantnega pretoka injiciranih vzorcev smo uporabili avtomatsko črpalko 
za injiciranje vzorcev. Pred merjenjem in med posameznimi meritvami smo cevje 
instrumenta spirali z zadostnimi količinami Mq vode (vsaj 2 polni brizgi volumna 1 ml), 
kar smo nadzorovali z vklopljeno kamero. Pri injiciranju Mq vode in redčenih vzorcev 
smo pazili, da smo se izognili zračnim mehurčkom, ki bi motili rezultate meritev. Pri 
izbiri nastavitev instrumenta smo sledili navodilom proizvajalca. Stopnjo kamere (angl. 
camera level, CL) smo povečevali, dokler niso bili vsi delci jasno vidni, vendar smo 
pazili, da ne prekoračimo 20 % nasičenosti signala delcev. Prag zaznavanja (angl. 
detection threshold, TS) predstavlja minimalno vrednost intenzitete slike, ki je potrebna, 
da se signal kvalificira kot delec, ki bo upoštevan pri analizi. TS vrednost je bila določena 
tako, da smo vključili kar se da veliko delcev z omejitvijo, da mora biti število z rdečimi 
križci označenih delcev 10–100 (pri tem pa je moral biti delež tistih križcev, ki niso 
povezani z izrazitimi delci, manjši od 10 %). Dodatno smo vpliv nastavitve TS vrednosti 
proučili v sklopu predštudije (Priloga P1), kar nam je pomagalo pri dodatni optimizaciji 
protokola za analizo vzorcev. Vse vzorce pred ZTKO oziroma vse vzorce po ZTKO smo 
izmerili pri enakih nastavitvah kamere in praga zaznavanja. Za točno meritev je treba 
optimizirati tudi merjeno koncentracijo delcev v vzorcu, kar smo dosegli z ustreznim 
redčenjem vzorca (Priloga P1). Optimalna koncentarcija za delovanje instrumenta je  ̴ 107 
do 108 delcev/ml, kar ustreza ̴ 20–100 delcev v vidnem polju. Prevelika koncentracija 
onemogoči točno meritev, medtem ko moramo pri prenizki koncentraciji meriti dalj časa, 
da dosežemo statistično značilen rezultat. Glede na koncentracijo in polidisperznost 
nanodelcev v naših vzorcih smo za vsako meritev posneli 4 videoposnetke dolžine 80 
sekund in tako so vsi rezultati, pridobljeni s to metodo, povprečne vrednosti štirih meritev. 
Temperatura celice je bila 25 °C, hitrost injiciranja s črpalko pa je bila 50 arbitrarnih enot 
[133, 134]. Za umeritev instrumenta smo uporabili 100 nm polistirenske kroglice.  
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Po snemanju so bili video zapisi analizirani s pripadajočo programsko opremo za 
Nanosight NS300, NTA 3.1 Build 3.1.46. 
Parametri, ki smo jih merili, so bili: 
 koncentracija delcev [število delcev na ml], 
 povprečna velikost delcev [nm], 
 najpogostejša velikost delcev oz. modus [nm], 
 vrednosti D10, D50 in D90, ki govorijo o odstotku delcev pod neko vrednostjo; 
D50 = 229 nm npr. pomeni, da je 50 % delcev velikosti 229 nm oziroma manj 
[nm]. 
Pri parametrih, ki opisujejo velikosti delcev, je rezultat podan kot premer okroglega delca. 
 
Merjenje fluorescence za analizo CD63-pozitivnih delcev 
Glavna omejitev standardne NTA-metode je, da izhodiščno ne moremo trditi, da so 
zaznani delci resnično ZV (kot lahko to trdimo pri pretočni citometriji), saj NTA ne loči 
ZV od drugih delcev podobnih velikosti [103]. Zato smo pri podajanju rezultatov in 
razpravi za  delce, detektirane z NTA, pogosto uporabljali izraz biološki nanodelci. 
Ker smo imeli verzijo instrumenta za NTA, ki omogoča merjenje fluorescence, smo delce 
v obeh vzorcih (pred ZTKO in po ZTKO) enega bolnika označili z monoklonskimi 
protitelesi proti CD63, konjugiranimi z barvilom Alexa Fluor® (Thermo Fisher MA5-
18149).  
Za detekcijo fluorescence je bil NTA-instrument opremljen z modrim (488 nm) diodnim 
laserjem za ekscitacijo Alexa Fluor®. NTA smo prestavili v fluorescenčni način detekcije 
in uporabili širokopasovni 500 nm filter. Stopnjo kamere smo nastavili na maksimum.  
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3.4 Analiza ZV z metodo pretočne citometrije 
S pretočno citometrijo smo analizirali ZV v vzorcih z dvema različnima metodama: 
 z meritvijo na osnovi kroglic (angl. bead-based flow cytometry) na 
konvencionalnem pretočnem citometru, 
 z direktno meritvijo s pretočnim citometrom visoke ločljivosti. 
 
ZV smo pri obeh analizah označili s fluorescenčnim barvilom kalcein AM (calcein, AM; 
Thermo Fisher Scientific). Barvanje z nespecifičnimi barvili za membrano ali s 
konjugiranimi protitelesi ne omogoča ločevanja med intaktnimi vezikli in celičnim 
debrisom. Uporaba protiteles za detekcijo ZV še dodatno omeji študijo, saj je potrebno 
predznanje o celicah, ki so izvor ZV. Zato smo se odločili za uporabo barvila kalcein AM. 
Ta metoda barvanja temelji na principu uporabe molekule, ki prehaja membrano ZV in je 
nefluorescenčna, vse dokler se ne aktivira z encimi znotraj vezikla. Kalcein AM je 
acetoksimetil derivat fluorescenčne molekule kalcein. Po hidrolizi acetoksimetil estra, 
katalizirani z esterazami, ki se nahajajo v veziklih, kalcein več ne more prehajati skozi 
membrano vezikla in s fluorescenco znotraj vezikla omogoča detekcijo. Kalcein je močan 
zelen fluorofor – valovna dolžina eksitacije kalceina je 495 nm, valovna dolžina emisije 
pa 516 nm [135, 136]. 
3.4.1 Analiza ZV z metodo pretočne citometrije na osnovi kroglic 
Ker so velikosti proučevanih ZV premajhne za neposredno zaznavanje z uporabljenim 
pretočnim citometrom, smo uporabili metodo detekcije ZV preko merjenja fluorescence 
s predhodno vezavo ZV na lateksne kroglice velikosti 5 µm [120]. Gre za sferične delce 
iz amorfnega polimera polistirena, površina katerih je modificirana s polarnimi 
skupinami. Visoka gostota aldehidnih skupin omogoča hitro sklapljanje lateksnih kroglic 
s proteini in drugimi materiali v enem koraku, sulfatne skupine na kroglicah pa 
zagotavljajo ohranjanje stabilnosti med procesom spajanja s pasivno adsorpcijo [137], pri 
kateri prevladujejo elektrostatske interakcije ter vodikova vez [138]. 
 
Materiali 
 vzorci PPP plazme, pridobljeni v postopku, opisanem v poglavju 3.2.6 
 lateksne kroglice (Aldehyde/Sulfate Latex Beads, 4 % w/v, 5 µm) 
 filtriran pufer DPBS brez kalcijevega klorida in magnezijevega klorida 
(Dulbecco's Phoshpate Buffered Saline, 10x, SIGMA) 
 1 M glicin v DPBS 
o Priprava: Za pripravo 10 ml 1 M glicina v DPBS smo zatehtali 0,7507 g 
glicina (Eastman, ZDA) in dodali DPBS do volumna 10 ml. 
 DPBS z 0,5-% HSA in 2 mM EDTA 
o Priprava: Za pripravo 40 ml DPBS z 0,5-% HSA in 2 mM EDTA smo 39,8 
ml pufra DPBS dodali 0,2 ml HSA (Sigma, Nemčija) in nato v dobljeni 
zmesi raztopili 0,0298 g EDTA (Riedel, Nemčija). 
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 delovna raztopina kalceina (10 µM) 
o Priprava: Potrebujemo izhodiščno vialo s 50 µg barvila kalcein (calcein, 
AM; Thermo Fisher Scientific), DMSO in DPBS. V izhodiščno vialo s 50 
µg kalceina smo dodali 50,3 µl DMSO in dobljeno 1mM raztopino 
poimenovali raztopina 1. Odpipetirali smo 5 µl raztopine 1 in dodali 495 
µl DPBS, da smo dobili delovno raztopino kalceina (10 µM). 
 4-% raztopina paraformaldehida (PFA; Sigma, Nemčija) v pufru DPBS 
 0,25-% Triton X-100 (Sigma, Nemčija) 
 nosilna tekočina za pretočni citometer (IsoFlow Sheath Fluid, Beckman Coulter) 
 čistilna tekočina za pretočni citometer (Shutdown Solution, BD FACS™) 
 natrijev hipoklorit (Sodium hypochlorite, reagent, 5-% chlorite) 
 fluorosfere za preverjanje kakovosti (COULTER® Flow-Check™ Fluorospheres)  
 
Laboratorijski pribor 
 PP mikrocentrifugirke (2 ml) 
 avtomatske pipete za volumne 10–100 µl, 20–200 µl, 100–1.000 µl 
 nastavki za pipete, volumni 10–100 µl, 20–200 µl, 100–1.000 µl  
 mikrotitrske plošče s 96 jamicami 
 steklene čaše različnih volumnov 
 
Aparature 
 pretočni citometer Quanta (Beckman Coulter Cell Lab Quanta™ SC MPL) 
 centrifuga 3K30 (Sigma, Nemčija) 
 stresalnik Vibromix 314 EVT (Tehtnica®) 
 analizna tehtnica Sartorius BL210S (Sartorius AG, Goettingen, Nemčija) 
 
Priprava vzorcev  
Osnova za protokol označevanja vzorcev s kalceinom za nadaljnjo analizo s pretočnim 
citometrom je temeljila na postopkih, ki so jih v predhodnih študijah opisali Théry s 
sodelavci [124], Gray s sodelavci [135] in Haller ter Spittler [139], prirejenih s študijami 
nekaterih drugih avtorjev [121–123, 125, 140]. V predštudiji smo izvedli serijo poskusov, 
namen katerih je bila optimizacija protokola za uporabo na naših vzorcih (Priloga P1, 
Priloga P3). 
 
Spodnji protokol za pripravo vzorcev za študijo smo upoštevali tako pri preliminarnem 
testiranju vpliva ultracentrifugiranja PPP plazme v fazi predpriprave (Priloga P1) kot pri 
sami študiji, v kateri smo meritve izvajali na vzorcih pred ZTKO in po ZTKO vseh 23 
bolnikov. Protokol je služil tudi kot osnova za kontrolne poskuse. 
 
1. Pri sobni temperaturi smo v 1,5 ml mikrocentrifugirki 15 minut inkubirali 50 µl 
ZV vsebujočega vzorca z 10 µl suspenzije lateksnih kroglic. 
34 
 
2. V mikrocentrifugirko smo dodali DPBS do končnega volumna 1 ml in tako 
pripravljen vzorec pri sobni temperaturi inkubirali na stresalniku 2 uri pri 100 
RPM. 
3. V mikrocentrifugirko smo nato dodali 100 µl 1M glicina v DPBS in zaprto 
mikrocentrifugirko trikrat nežno obrnili. Sledila je 30-minutna inkubacija pri 
sobni temperaturi. 
4. Nato smo vzorec centrifugirali 3 minute pri 1.467 x g pri sobni temperaturi. 
Odstranili smo supernatant (1.060 µl) in ga zavrgli. 
5. Usedlino smo resuspendirali v 1 ml DPBS z 0,5-% HSA ter 2 mM EDTA. 
6. Ponovno smo centrifugirali 3 minute pri 1.467 x g pri sobni temperaturi, odstranili 
supernatant (1 ml) in ga zavrgli. 
7. Usedlino smo resuspendirali v 100 µl delovne raztopine kalceina in vzorec 
inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi v temi. 
8. Takoj po inkubaciji smo dodali 50 µl 4 %-PFA in 150 µl DPBS. Vzorec je bil 
nato pripravljen za analizo s pretočnim citometrom. 
 
Skupni faktor redčenja tako pripravljenih vzorcev ni bil upoštevan pri podajanju končnih 
rezultatov, zato ni možna neposredna primerjava absolutnih vrednosti z rezultati, 
pridobljenimi z drugimi metodami (direktna meritev s pretočnim citometrom visoke 
ločljivosti, NTA). 
 
Kontrolni poskusi  
Testiranje fluorescence lateksnih kroglic in slepa kontrola 
Preliminarno smo preverili morebitno fluorescenco lateksnih kroglic: 2 µl suspenzije 
lateksnih kroglic smo dodali v 200 µl pufra DPBS in jih analizirali s pretočnim 
citometrom. Slepo kontrolo predstavljajo vsi reagenti z dodatkom kalceina (vendar brez 
vzorca), ki smo jih  pripravili po protokolu študije s to razliko, da smo namesto vzorca 
dodali ustrezen volumen DPBS. Oba vzorca sta služila kot negativna kontrola za 
postavitev vrat za zajetje pozitivnih dogodkov.  
 
Testiranje avtofluorescence vzorca 
Druga kontrola je nebarvan vzorec za preverjanje avtofluorescence. Avtofluorescenco 
smo testirali na vzorcih testnih bolnikov v treh različnih kontekstih z različnimi pogoji. 
Znotraj vsakega sklopa pogojev smo primerjali vzorec z dodanim barvilom in vzorec, ki 
smo mu namesto barvila dodali ustrezno količino pufra DPBS.  
 
1. Začetni volumen vzorca = 20 µl, priprava v celoti po protokolu študije. 
2. Začetni volumen vzorca = 20 µl, priprava po protokolu študije z izjemo točke 7.; 
inkubacija s kalceinom je potekala pri 37 °C namesto pri sobni temperaturi. 
3. Začetni volumen vzorca = 100 µl, priprava po protokolu študije z izjemo točke 2.; 
inkubacija z lateksnimi kroglicami je potekala na stresalniku, preko noči, pri 
temperaturi 4 °C. 
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Testiranje specifičnosti kalceina za intaktne ZV z dodatkom detergenta Triton X-100 
Za potrditev ustreznosti protokola smo izvedli poskus z dodatkom detergenta Triton X-
100, ki povzroči lizo fosfolipidnega dvosloja membrane ZV [141]. Poskus smo izvedli na 
vzorcu enega bolnika po ZTKO, ki smo ga pripravili po protokolu študije z izjemo točke 
3.; poleg 100 µl 1M glicina v DPBS smo vzorcu dodali še 11 µl 0,25-% raztopine 
detergenta Triton X-100 in vzorec pred analizo inkubirali 20 minut pri sobni temperaturi. 
 
Meritev ZV, vezanih na kroglice, s pretočnim citometrom Quanta  
Za analizo ZV s pretočno citometrijo smo uporabili pretočni citometer Cell Lab Quanta™ 
SC MPL proizvajalca Beckman Coulter in pripadajočo programsko opremo za zajem 
(Quanta SC MPL Collection Software) in analizo (Quanta SC MPL Analysis Software) 
podatkov.  
Pretočni citometer Quanta SC MPL omogoča sočasno meritev treh fluorescenc (angl. 
fluorescent light, FL): detektor zelene svetlobe (525 nm, FL1), detektor oranžne svetlobe 
(575 nm, FL2) in detektor rdeče svetlobe (nad 600 nm, FL3). Svetloba za optični del 
meritve izvira iz modrega Ar laserja (488 nm) z močjo 22 mw. Sistem sočasno z 
merjenjem fluorescence natančno določi elektronski volumen oz. EV (angl. electronic 
volume) in izmeri granuliranost vzorca z uporabo fotodetektorja za stranskega sipanja 
svetlobe (SSC) modrega laserja. EV je parameter velikosti, ki ga določimo z uporabo 
''Coulter Principle''. To je svetovno priznana metoda štetja in določanja velikosti. EV je 
posebnost Quante SC MPL in nadomešča FSC pri drugih pretočnih citometrih. Za 
detekcijo s kalceinom (močan zelen fluorofor) obarvanih ZV smo uporabili detektor FL1. 
Za detekcijo lateksnih kroglic velikosti 5 µm pa smo uporabili EV in detektor za stransko 
sipanje svetlobe. Ob vsakem zagonu instrumenta je bil izveden postopek preverjanja 
delovanja laserja  z referenčnimi 10 µm fluorosferami [142]. Sistem cevja smo večkrat 
spirali z nosilno tekočino tudi med meritvami in ne samo pred začetkom in po končanem 
delu na instrumentu. 
Nastavitev instrumenta  
Najprej smo prilagodili parametre za EV in SSC, tako da je bila populacija lateksnih 
kroglic lepo vidna. Okoli populacije lateksnih kroglic smo naredili vrata za zajem 
celokupnega števila dogodkov, ki je bilo pri vseh meritvah enako (50.000) in na katere je 
bil preračunan delež populacije ZV v vzorcu. Za detekcijo s kalceinom obarvanih ZV smo 
na X osi uporabili EV, s katerim smo določili velikost lateksnih kroglic (na katere so bili 
vezani ZV) in detektor FL1 na Y osi za merjenje emisije kalceina. S slepo kontrolo (glej 
odsek Kontrolni poskusi) smo prilagodili napetost na FL1 za emisijo kalceina, kar nam je 
omogočalo, da smo ustrezno postavili vrata za zajetje pozitivnih dogodkov (ZV regija) in 
jo ločili od ozadja. Z upoštevanjem pretoka vzorca skozi instrument in časa merjenja smo 
za vsak vzorec na podlagi števila preštetih delcev izračunali tudi število delcev na µl 
analiziranega vzorca.  
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3.4.2 Analiza ZV s pretočnim citometrom visoke ločljivosti 
 
Materiali 
 vzorci PPP plazme, pridobljeni v postopku, opisanem v poglavju 3.2.6 
 filtriran pufer DPBS brez kalcijevega klorida in magnezijevega klorida 
(Dulbecco's Phoshpate Buffered Saline, 10x, SIGMA) 
 delovna raztopina kalceina (10 µM) 
o Priprava (potrebujemo izhodiščno vialo s 50 µg barvila kalcein, DMSO in 
DPBS): v izhodiščno vialo s 50 µg kalceina smo dodali 50,3 µl DMSO in 
dobljeno 1mM raztopino poimenovali raztopina 1. Odpipetirali smo 5 µl 
raztopine 1 in dodali 495 µl DPBS, da smo dobili delovno raztopino 
kalceina (10 µM). 
 4-% raztopina paraformaldehida (PFA; Sigma, Nemčija) v pufru DPBS 
 nosilna tekočina za pretočni citometer (IsoFlow Sheath Fluid, Beckman Coulter) 
 čistilna tekočina za pretočni citometer (FlowClean Cleaning Agent, Beckman 
Coulter) 
 natrijev hipoklorit (Sodium hypochlorite, reagent, 5-% chlorite) 
 fluorosfere za preverjanje kakovosti (CytoFLEX Daily QC Fluorospheres, 
Beckman Coulter)  
 1000 nm SiO2 delci z zeleno fluorescenco,  485/510 nm (Kisker Biotech)  
 
Laboratorijski pribor 
 PP mikrocentrifugirke (2 ml) 
 avtomatske pipete za volumne 10–100 µl, 20–200 µl, 100–1.000 µl 
 nastavki za pipete, volumni 10–100 µl, 20–200 µl, 100–1.000 µl  
 steklene čaše različnih volumnov 
 
Aparature 
 pretočni citometer CytoFLEX S (Beckman Coulter) 
 analizna tehtnica Sartorius BL210S (Sartorius AG, Goettingen, Nemčija) 
 
Značilnosti CytoFLEX 
ZV in drugi biološki nanodelci, vključno z virusi, pri konvencionalnih citometrih 
običajno padejo v ozadje, ki ga predstavlja šum iz optike in elektronike. To omejuje 
uporabo teh instrumentov za meritve nanodelcev. CytoFLEX je nov polprevodniško 
osnovan pretočni citometer, ki povezuje silicijeve plazovne fotodiode (angl. avalanche 
photodiodes, APDs) z multipleksiranjem delitve valovnih dolžin (angl. wavelenght-
division multiplexing, WDM), pretočno celico z optimizirano obliko in diodni laser, vsi 
skupaj pa omogočajo maksimizacijo signala in minimizacijo šuma [119]. 
Priprava vzorcev 
Vzorce smo odtalili v vodni kopeli na 37 °C. Izhodiščni volumen vzorca je bil 10 µl, 
dodali smo mu 100 µl delovne raztopine kalceina AM (10 µM) in vzorec 30 minut 
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inkubirali na ledu in v temi. Po 10 minutah smo dodali 50 µl 4-% paraformaldehida. S 
tem smo zaustavili nastanek kalcein pozitivnih dogodkov, če bi bila v plazmi prisotna 
prosta esteraza. Po inkubaciji smo dodali takšen volumen DPBS, da je bil končni volumen 
vzorca za analizo 500 µl. 
Skupni faktor redčenja tako pripravljenih vzorcev (Fr = 50) ni bil upoštevan pri podajanju 
končnih rezultatov, zato ni možna neposredna primerjava absolutnih vrednosti z rezultati, 
pridobljenimi z drugimi metodami (pretočna citometrija na osnovi kroglic na 
konvencionalnem pretočnem citometru, NTA). 
Ta metoda je bila zadnja izvedena analiza v študiji in zaradi omejitev s količino kliničnih 
vzorcev nismo več imeli na voljo vzorca enega bolnika pred ZTKO iz kontrolne skupine. 
Analizo smo izvedli na parih vzorcev 22 bolnikov (pred ZTKO in po ZTKO), za enega 
bolnika pa smo pridobili le rezultate na vzorcu po ZTKO. 
 
Kontrole za ovrednotenje rezultatov ZV 
Prva kontrola predstavlja vse reagente, brez vzorca in z dodatkom kalceina (slepa 
kontrola), ki smo jih  pripravili po enakem protokolu, kot je opisan v odseku Priprava 
vzorcev. Druga kontrola je nebarvani vorec za preverjanje avtofluorescence. Tretjo 
kontrolo predstavlja test dodatka detergenta Triton X-100, ki z lizo membran povzroči 
uničenje ZV [141]. Vzeli smo 20 µl vzorca, mu dodali 20 µl 0,2-% Tritona in inkubirali 
10 minut, nato pa še 10 minut v ultrazvočni kopeli. Zatem smo dodali kalcein  po enakem 
protokolu, kot je opisan zgoraj. 
 
Meritev ZV s pretočim citometrom CytoFLEX 
Vzorce smo anlizirali s pretočnim citometrom CytoFLEX S (Beckman Coulter), ki je 
opremljen s tremi laserji: 405 nm (vijolični) laser – moč 80 mW, 488 nm (modri) laser – 
moč 50 mW, 638 nm (rdeč) laser – moč 50 mW. Z njim lahko izmerimo do 16 parametrov, 
od tega je 13 fluorescenčnih kanalov. Poleg tega ima instrument tri fotodetekorje. V smeri 
svetlobnega vira je postavljen fotodetektor, ki meri prednje sipanje svetlobe (FSC, angl. 
forward scatter). CytoFLEX pa odlikuje predvsem sposobnost merjenja stranskega 
sipanja svetlobe tako vijoličnega  (VSSC, angl. violet side scatter) kot modrega laserja 
(SSC) [40, 119]. 
 
 
 
Slika 5: Vpliv valovne dolžine na indeks loma med delcem in njegovim okoliškim 
medijem  
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To povečuje velikostno območje delcev, ki jih je mogoče zaznati in analizirati znotraj 
vzorca. Manjša vijolična (405 nm) valovna dolžina rezultira v bolj ortogonolanem sipanju 
svetlobe pri kateri koli velikosti delcev kot modra (488 nm) valovna dolžina (slika 5). 
Uporaba vijolične svetlobe zato pomaga povečati razlike v indeksu loma med delcem in 
njegovim okoliškim medijem, kar posledično povečuje sposobnost zaznavanja delcev z 
nižjim indeksom loma, kot so npr. eksosomi, mikrovezikli in silicijevi nanodelci. 
Resolucija CytoFLEX-a omogoča detekcijo 80 nm polistirenskih delcev. Zadnje 
raziskave pa so pokazale, da lahko z njim merimo ZV do velikosti 65 nm in viruse do 
velikosti 81 nm [119]. 
 
Pred analizo ZV smo 30 minut čistili instrument s filtrirano, bidestilirano vodo iz 
steklenice, ki smo jo na novo odprli. Za analizo celic smo uporabili modri laser (488 nm). 
Primarni sprožilec je bil nastavljen na FITC (H). Hitrost pretoka je bila majhna –  10 
µl/min. Čas meritve vzorca smo nastavili na 120 sekund. Pozorni smo bili na število 
dogodkov na sekundo, ki niso smeli preseči vrednosti 2.500 dogodkov/s. SiO2 delce z 
zeleno fluorescenco in premerom 1000 nm smo uporabili za  kalibracijo detektorja VSSC 
in za določitev vrat za detekcijo ZV na osnovi stranskega sipanja svetlobe. Za določanja 
nivoja ZV smo uporabili volumetrično meritev (dogodki/µl).  
 
Za analizo vseh podatkov smo uporabili računalniški program CytExpert 2.1 (Beckman 
Coulter, California, ZDA). 
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3.5 Spektrofotometrična analiza celokupnih plazemskih proteinov 
3.5.1 Materiali 
Uporabili smo naslednje materiale: 
 vzorce PPP plazme, pridobljene v postopku iz poglavja 3.2.6, 
 destilirano vodo, 
 prozorno folijo za pokritje mikrotitrske plošče, 
 komplet reagentov Bio Rad Protein Assay Kit (Bio Rad Laboratories GmbH, 
Nemčija), ki vsebuje: 
o proteinski standard (liofiliziran goveji γ-globulin ali goveji albumin, 1 
mg/ml, Bio Rad), 
o barvni reagent (Bio Rad dye reagent concentrate). 
Priprava: barvni reagent smo redčili z destilirano vodo v razmerju 1 : 4 in 
ga filtrirali skozi Whatman No. 1 filter papir. 
3.5.2 Laboratorijski pribor 
 avtomatske pipete za volumne 10–100 µl, 20–200 µl, 100–1.000 µl 
 nastavki za pipete, volumni 10–100 µl, 20–200 µl, 100–1.000 µl  
 mikrotitrske plošče s 96 jamicami 
 PP mikrocentrifugirke (2 ml) 
3.5.3 Aparature 
 večfunkcijski čitalec mikrotitrskih plošč (Synergy HT, BioTek) 
3.5.4 Priprava vzorcev in izvedba meritev 
Pri barvanju vzorcev pride v kislih pogojih do nekovalentne vezave barvila Coomassie 
Brilliant Blue G-250 na nepolarne dele proteina. Barvilo preide iz kationske v anionsko 
obliko. Barva se spremeni iz rdeče v modro obarvan produkt, ki ima absorbcijski vrh pri 
valovni dolžini 595 nm. Absorbcijski maksimum barvila se torej spremeni iz 465 nm na 
595 nm. 
Spektrofotometrična analiza je bila izvedena na večfunkcijskem čitalcu mikrotitrskih 
plošč Synergy HT proizvajalca BioTek. Merjenje absorbance omogoča ksenonska 
svetilka z monokromatorjem za izbiro valovne dolžine in fotodiode za detekcijo. 
Absorbanca je bila merjena pri valovni dolžini 595 nm. Cel poskus je bil izveden v 
paralelkah, tako smo kot končni rezultat vedno upoštevali povprečje dveh meritev 
absorbance. 
Najprej smo pripravili serijo redčitev proteinskega standarda, katerih izmerjene 
absorbance so bile v nadaljevanju osnova za pripravo umeritvene premice. Redčitve 
standarda smo pripravili iz vode, založne raztopine proteinskega standarda s 
40 
 
koncentracijo 1mg/ml in barvila, kot je prikazano v tabeli 2. Na mikrotitrsko ploščo smo 
nanesli po 200 µl vsake redčitve v posamezno luknjico.  
Ostale luknjice so bile namenjene vzorcem. Koncentracijo celokupnih plazemskih 
proteinov smo določali vzorcem PPP plazme vseh 22 bolnikov (za vsakega bolnika pred 
ZTKO in po ZTKO). Vzorce, pripravljene po postopku, opisanem v poglavju 3.2.6, smo 
pred analizo hitro odmrznili v vodni kopeli na 37 °C. Na podlagi preliminarnih meritev 
smo se odločili, da bomo za spektrofotometrično določanje koncentracije proteinov 
uporabili faktor redčenja Fr = 500, ki je bil enak za vzorce kategorij pred ZTKO in po 
ZTKO. V vsako jamico mikrotitrske plošče smo nanesli 8 µl 500-krat redčenega vzorca, 
152 µl vode in 40  µl barvila. 
Ko smo na mikrotitrsko ploščo ustrezno nanesli redčitve proteinskega standarda in 
vzorce, smo ploščo pokrili s temu namenjeno nepropustno folijo, premešali ter po 30 
minutah opravili meritve absorbance. Na podlagi meritev absorbanc redčitev standarda 
smo naredili umeritveno premico, na osnovi katere smo z uporabo programske opreme 
Graph Pad Prism iz podatkov o absorbancah posameznih vzorcev pridobili podatke o 
koncentraciji celokupnih plazemskih proteinov v mg/ml. 
 
Tabela 2: Priprava redčitev proteinskega standarda (liofiliziran goveji γ-globulin ali 
goveji albumin, Bio Rad) za pripravo umeritvene premice  
Koncentracija [µg/µl] V (H20) [µl] 
V (standard – 1mg/ml) 
[µl] 
V (barvilo) [µl] 
0 800 0 200 
0,5 797,5 2,5 200 
1 795 5 200 
1,6 792 8 200 
2 790 10 200 
4 780 20 200 
6 770 30 200 
8 760 40 200 
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3.6 Statistična obdelava 
Statistično analizo podatkov smo izvedli z uporabo programskega paketa SigmaPlot 
(verzija 11.0, Systat Software, Inc). S postopki opisne statistike smo izračunali osnovne 
statistične parametre posameznih parametrov znotraj kategorije pred ZTKO in znotraj 
kategorije po ZTKO: aritmetično sredino, minimalni in maksimalni rezultat ter 
standardno napako aritmetične sredine (SEM). Enake statistične parametre smo izračunali 
tudi za z ZTKO povzročene relativne spremembe v posameznih merjenih parametrih. 
Za primerjavo vrednosti posameznih parametrov, pridobljenih na vzorcih istega bolnika  
pred ZTKO in po ZTKO, smo uporabili t-test za odvisne vzorce (parni t-test) oziroma 
neparametrični test za odvisna vzorca – signed ranks test. Normalnost porazdelitve smo 
testirali s Shapiro-Wilkovim testom. Za normalno porazdeljene parametre smo izvedli 
parni t-test, za nenormalno porazdeljene pa Wilcoxonov test predznačenih rangov. 
Statistično značilne spremembe med različnimi skupinami bolnikov (kontrolno skupino, 
skupino s kapsulo, kortikosteroidno skupino) smo ovrednotili z izvedbo enosmerne 
analize variance (ANOVA) in ustreznim post hoc testom (Holm-Šidák). To analizo smo 
uporabili, ko smo ugotavljali statistično značilnost med skupinami za vrednosti 
parametrov pred ZTKO, za vrednosti parametrov po ZTKO in za primerjavo relativnih 
sprememb med skupinami. Razliko s kontrolno skupino smo ovrednotili s Holm-
Šidákovim testom, ki primerja skupine s kontrolo, spremembo med skupino s kapsulo in 
kortikosteroidno skupino pa smo dodatno ovrednotili s Holm-Šidákovim testom, ki 
analizira vse pare.  
Medsebojno povezanost različnih parametrov smo ovrednotili s Pearsonovim ali 
Spearmanovim koeficientom korelacije. Test Pearsonove korelacije smo uporabili za 
proučevanje povezanosti parametrov znotraj kategorije pred ZTKO, pri čemer nas je 
zanimalo, kako korelirajo parametri, pridobljeni z različnimi metodami (pretočna 
citometrija, NTA, spektrofotometrično določanje celokupnih proteinov) in parametri, 
pridobljeni z isto metodo oz. istim instrumentom. Prav tako smo s Pearsonovim 
koeficientom korelacije predstavili povezanost vrednosti parametrov pred ZTKO in po 
njem za različne paciente. Z istim testom smo preverili tudi korelacijo kliničnih podatkov 
s parametri, pridobljenimi s pretočno citometrijo in NTA. Spremenljivki s pozitivnim 
koeficientom korelacije naraščata skupaj. Če pa je koeficient korelacije negativen, ena 
spremenljivka pada, medtem ko druga narašča. Dodatno smo zaradi nenormalne 
porazdelitve parametrov (normalnost porazdelitve je bila testirana s Shapiro-Wilkovim 
testom) s Spearmanovim koeficientom korelacije ovrednotili korelacijo med relativnimi 
spremembami v povprečni intenziteti fluorescence (Quanta) in ostalimi parametri ter med 
vrednostmi D90 vzorcev po ZTKO (NTA) in ostalimi parametri. S Spearmanovim 
koeficientom korelacije smo ovrednotili tudi korelacijo kliničnega podatka o 
postoperativni mehanski ventilaciji in vseh s pretočno citometrijo oz. NTA pridobljenih 
parametrov. 
Za statistično značilno smo upoštevali vrednost p < 0,05. 
42 
 
  
43 
 
4 Rezultati 
4.1 Analiza vzorcev z NTA  
4.1.1 Meritev z instrumentom NanoSight NS300 
Izvedba meritev z NTA je poleg pridobitve podatkov o koncentraciji in velikosti bioloških 
nanodelcev omogočila tudi vizualizacijo delcev z vgrajeno sCMOS kamero ter pridobitev 
informacije o porazdelitvi velikosti delcev v vzorcu. Primera porazdelitve velikosti 
bioloških nanodelcev, pridobljena z instrumentom NS300, sta na sliki 6 (vzorec pred 
ZTKO) in na sliki 7 (vzorec po ZTKO istega bolnika). Grafa na slikah 6 in 7 omogočata 
tudi vpogled v koncentracijo delcev, ki je bila manjša pri vzorcu po ZTKO. 
 
 
Slika 6: Porazdelitev velikosti delcev v vzorcu pred ZTKO. Analiza je bila narejena z 
metodo NTA. 
 
 
Slika 7: Porazdelitev velikosti delcev v vzorcu po ZTKO. Analiza je bila narejena z 
metodo NTA. 
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4.1.2 Analiza CD63-pozitivnih delcev 
Na vzorcih enega bolnika smo z NTA preverili, kako se v vzorcih pred ZTKO in po 
ZTKO razlikuje porazdelitev velikosti delcev, ki smo jih označili s protitelesi za CD63. 
Na sliki 8 je prikazana porazdelitev velikosti CD63-pozitivnih ZV v vzorcu pred ZTKO, 
na sliki 9 pa gre za vzorec po ZTKO istega bolnika. Glavni vrh (najpogostejša velikost) 
se je po ZTKO premaknil iz predoperativnih 65 nm na 169 nm (s podvrhom pri 145 nm), 
te vrednosti pa se ujemajo tudi z najpogostejšimi velikostmi v vzorcih pred ZTKO in po 
ZTKO, v katerih ZV niso bili označeni s CD63 (sliki 6 in 7). Ta analiza je tako služila 
kot neke vrste kontrolni poskus za karakterizacijo velikosti neoznačenih delcev, izvedeno 
z NTA med študijo. 
 
 
Slika 8: Porazdelitev velikosti CD63-pozitivnih delcev v vzorcu pred ZTKO. Analiza je 
bila narejena z metodo NTA. 
 
 
Slika 9: Porazdelitev velikosti CD63-pozitivnih delcev v vzorcu po ZTKO. Analiza je 
bila narejena z metodo NTA. 
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4.2 Analiza ZV z metodo pretočne citometrije 
4.2.1 Analiza ZV z metodo pretočne citometrije na osnovi kroglic – kontrolni poskusi 
Postavitev vrat za zajetje celokupnih dogodkov lateksnih kroglic 
Najprej smo izvedli meritev suspenzije lateksnih kroglic v pufru DPBS. Prilagodili smo 
parametre za EV in SSC, tako da je bila populacija lateksnih kroglic lepo vidna. Okoli 
populacije lateksnih kroglic smo naredili vrata za zajem celokupnega števila dogodkov 
(slika 10). 
 
 
Slika 10: Analiza suspenzije lateksnih kroglic v pufru DPBS. Točkovni diagram 
(odvisnost SS od EV) je bil pridobljen s pretočno citometrijo na osnovi kroglic. 
 
 
Postavitev vrat za zajetje pozitivnih dogodkov (ZV regija) 
V nadaljevanju smo analizirali po protokolu pripravljen vzorec, ki vsebuje vse reagente 
vključno z lateksnimi kroglicami, ni pa dodanega kliničnega vzorca (slika 11). Ta poskus 
je služil kot slepa kontrola in na podlagi tako pridobljenega točkovnega diagrama smo 
tudi določili mejo za zajetje pozitivnih dogodkov – spodnja regija zajema ozadje, medtem 
ko smo zgornjo regijo določili za ZV vsebujočo regijo in jo upoštevali pri vseh nadaljnjih 
meritvah študije. 
 
Obenem smo v tako določenih regijah preverili še morebitno fluorescenco samih 
lateksnih kroglic, ki bi lahko vplivala na rezultate študije. Iz točkovnega diagrama analize 
suspenzije lateksnih kroglic v DPBS je razvidno, da je bil v ZV regiji zaznan en dogodek 
(slika 12). Prav tako je bil en dogodek zaznan v regiji, ki označuje ozadje. 
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Slika 11: Analiza vseh reagentov brez kliničnega vzorca – slepa kontrola. Točkovni 
diagram (odvisnost FL1 od EV) je bil pridobljen s pretočno citometrijo na osnovi kroglic.  
  
 
Testiranje avtofluorescence vzorca 
Za testiranje avtofluorescence smo primerjali meritve na barvanem in nebarvanem vzorcu 
pri različnih pogojih. Primerjava povprečnih intenzitet fluorescence je prikazana na sliki 
12, primerjava števila dogodkov v ZV regiji pa je na sliki 13. Ne glede na pogoje sta bila 
oba parametra manjša pri nebarvanem vzorcu (v primerjavi z vzorcem, ki mu je bilo 
dodano barvilo kalcein). 
Slika 14 prikazuje točkovni diagram meritve vzorca brez dodatka barvila kalcein. 
Razvidno je, da je bil v ZV regiji zaznan en dogodek. 
 
 
Slika 12: Povprečna intenziteta fluorescence vzorcev z dodanim barvilom kalcein AM in 
brez barvila pri treh različnih protokolih priprave vzorcev. Analiza je bila narejena s 
pretočno citometrijo na osnovi kroglic. 
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Slika 13: Število dogodkov v ZV regiji v vzorcih z dodanim barvilom kalcein AM in brez 
barvila pri treh različnih protokolih priprave vzorcev. Analiza je bila narejena s pretočno 
citometrijo na osnovi kroglic. 
 
 
Slika 14: Meritev vzorca brez dodatka barvila kalcein AM – test avtofluorescence. 
Točkovni diagram (odvisnost FL1 od EV) je bil pridobljen s pretočno citometrijo na 
osnovi kroglic. 
 
Testiranje specifičnosti kalceina za intaktne ZV z dodatkom detergenta Triton X-
100 
Za potrditev ustreznosti protokola za pripravo vzorcev na analizo ZV s pretočno 
citometrijo smo izvedli poskus z dodatkom detergenta Triton X-100. Na sliki 15 sta 
prikazana točkovna diagrama, pridobljena z analizo vzorca brez dodanega detergenta in 
z dodanim detergentom. Razvidno je, da je dodatek detergenta povzročil zmanjšanje 
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števila dogodkov v ZV regiji. Zmanjšanje je bilo 96,4 % (v vzorcu brez detergenta je bilo 
število v ZV regiji 1.585, v z detergentom tretiranem vzorcu pa 56).  
 
 
 
Slika 15: Meritev vzorca brez detergenta (a) in meritev istega vzorca, ki mu je bil dodan 
detergent Triton X-100 (b). Točkovna diagrama (odvisnost FL1 od EV) sta bila 
pridobljena s pretočno citometrijo na osnovi kroglic.  
 
4.2.2 Analiza ZV s pretočnim citometrom visoke ločljivosti – kontrolni poskusi in 
meritev 
Postavitev vrat za zajetje pozitivnih dogodkov (ZV regija) 
Po tem, ko smo s 1000 nm SiO2 delci določili vrata za detekcijo ZV na osnovi stranskega 
sipanja svetlobe, smo naredili slepo kontrolo. Analizirali smo po protokolu pripravljen 
vzorec, ki vsebuje nosilno tekočino, DPBS in kalcein, ni pa dodanega kliničnega vzorca 
(slika 16a). Na podlagi tako pridobljenega točkovnega diagrama smo določili mejo za 
zajetje pozitivnih dogodkov – spodnja regija krožne oblike zajema ozadje, nad njo pa je 
regija, ki vsebuje ZV.  
 
Testiranje avtofluorescence vzorca 
Za testiranje avtofluorescence smo analizirali nebarvan vzorec, v katerem je bil izmerjen 
delež ZV pozitivnih dogodkov (glede na vse dogodke v regiji pod 1000 nm) 0,24 %. 
 
Testiranje specifičnosti kalceina za intaktne ZV z dodatkom detergenta Triton X-
100 
Tudi s pretočnim citometrom visoke ločljivosti izvedli poskus z dodatkom detergenta 
Triton X-100. Primerjali smo meritvi na vzorcih brez dodanega detergenta ter z dodanim 
detergentom. Dodatek detergenta je povzročil zmanjšanje deleža dogodkov v ZV regiji. 
V vzorcu brez detergenta je bil delež ZV pozitivnih dogodkov (glede na vse dogodke v 
regiji pod 1000 nm) 32,80 %, v vzorcu z detergentom pa 1,05 %. Dodatek detergenta 
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Triton X-100 je tako zmanjšal število dogodkov v ZV regiji za 97 %, kar je podobno, kot 
pri analizi ZV, vezanih na kroglice (analiza s pretočnim citometrom Quanta). 
 
Meritev s pretočnim citometrom visoke ločljivosti 
Primera točkovnih diagramov, pridobljenih z analizo kliničnih vzorcev s pretočnim 
citometrom visoke ločljivosti, sta na sliki 16b (vzorec pred ZTKO) in na sliki 16c (vzorec 
po ZTKO). 
 
 
 
Slika 16: Analiza reagentov brez kliničnega vzorca – slepa kontrola (a), analiza vzorca 
pred ZTKO (b) in analiza vzorca po ZTKO istega bolnika (c). Točkovni diagrami so bili 
pridobljeni s pretočnim citometrom visoke ločljivosti. 
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4.3 Analiza ZV v vzorcih pred ZTKO  
4.3.1 Analiza ZV v vzorcih pred ZTKO z NTA 
Pred analizo vpliva ZTKO na ZV v vzorcih smo želeli najprej proučiti merjene parametre 
znotraj kategorije pred ZTKO. Začetne vrednosti velikosti in koncentracije z NTA 
zaznanih delcev so se med pacienti precej razlikovale. To je razvidno tudi iz rezultatov, 
prikazanih v tabeli 3. 
 
Tabela 3: Koncentracija in velikostna porazdelitev bioloških nanodelcev v vzorcih pred 
ZTKO za vse bolnike skupaj (N = 23). Analiza je bila narejena z metodo NTA. 
Merjeni parameter 
Povprečna 
vrednost 
SEM 
Minimalna 
vrednost 
Maksimalna 
vrednost 
Koncentracija 
(1010 delcev/ml) 
9,32 1,00 1,51 21,30 
Povprečna velikost 
(nm) 
83,45 3,81 67,00 135,50 
Modus (nm) 65,68 2,88 48,50 112,10 
D10 (nm) 47,51 2,62 29,10 83,50 
D50 (nm) 73,88 3,72 57,80 125,10 
D90 (nm) 127,73 6,27 91,10 192,70 
 
Tabela 4: Koncentracija celokupnih proteinov v vzorcih pred ZTKO in predoperativne 
ravni lipoproteinov LDL ter HDL za vse bolnike skupaj  
Število 
vzorcev 
(N) 
Parameter Povprečje SEM 
Minimalna 
vrednost 
Maksimalna 
vrednost 
23 
Celokupni proteini 
(mg/ml) 
125,15 3,11 98,67 157,48 
18 
LDL 1. odvzem 
(mmol/L) 
2,64 0,20 1,50 4,60 
18 
HDL 1. odvzem 
(mmol/L) 
1,17 0,09 0,70 2,40 
 
Vzporedno smo preverili še celokupne vsebnosti proteinov v vzorcih pred ZTKO (tabela 
4). V tabeli 4 so prikazane tudi vsebnosti lipoproteinov LDL in HDL ob 1. odvzemu. 
Standardni napaki povprečnih vrednosti parametrov, ki opisujeta raven lipoproteinov, sta 
nižji v primerjavi s SEM pri povprečjih z NTA izmerjenih parametrov (tabela 3), medtem 
ko je SEM za celokupne proteine z njimi primerljiva. Povezavo med koncentracijo delcev 
in celokupnimi plazemskimi proteini v vzorcih pred ZTKO potrjuje še statistično značilna 
pozitivna korelacija med tema dvema parametroma (slika 17). Korelacije med parametri, 
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izmerjenimi z NTA, na vzorcih pred ZTKO in predoperativno vsebnostjo LDL oz. HDL 
ni bilo. 
 
 
Slika 17: Pozitivna korelacija med koncentracijo bioloških nanodelcev in celokupnimi 
proteini v vzorcih pred ZTKO. Pearsonov koeficient korelacije (r), p-vrednost (p), število 
bolnikov (N). 
 
4.3.2 Analiza ZV v vzorcih pred ZTKO s pretočno citometrijo 
Tabela 5: Rezultati analize ZV s pretočno citometrijo na vzorcih pred ZTKO za vse 
bolnike skupaj.  
Instrument 
in število 
vzorcev (N) 
Parameter Povprečje SEM 
Minimalna 
vrednost 
Maksimalna 
vrednost 
Quanta 
 N = 23 
Povprečna 
intenziteta 
fluorescence 
626,68 103,23 78,00 1.717,82 
Št. dogodkov v 
ZV regiji 
622,17 113,69 46,00 2.229,00 
Št. dogodkov/µl 49,67 10,31 5,05 196,74 
Delež dogodkov v 
ZV regiji [%] 
1,24 0,23 0,09 4,46 
CytoFLEX 
N = 22 
Povprečna 
maksimalna 
višina signala 
fluorescence 
6.245,13 650,01 3.402,20 15.191,10 
Število 
dogodkov/µl 
866,46 183,50 113,14 3.204,74 
r = 0,433 
p = 0,0391 
N = 23 
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Povprečne vrednosti parametrov, pridobljenih z metodo pretočne citometrije na vzorcih 
vseh bolnikov pred ZTKO, so prikazane v tabeli 5. Meritve so bile narejene z dvema 
različnima citometroma oziroma z dvema različnima metodama. Vsi parametri obeh 
metod  statistično značilno pozitivno močno korelirajo med sabo (tabela 6).  
Preverili smo tudi morebitno povezanost med meritvami pretočne citometrije in 
celokupno vsebnostjo proteinov v plazmi. Statistično značilne linearne korelacije med 
celokupnimi proteini in s pretočno citometrijo izmerjenimi parametri nismo dokazali.  
 
Tabela 6: Korelacija med parametri, pridobljenimi na vzorcih pred ZTKO z dvema 
različnima metodama in pretočnima citometroma (Quanta ter CytoFLEX). Vrednosti v 
celicah so: Pearsonov koeficient korelacije, p-vrednost in število bolnikov (v tem vrstnem 
redu). 
 
Število 
dogodko
v v ZV 
regiji 
(Quanta) 
Število 
dogodkov/µl 
(Quanta) 
Delež 
dogodkov v 
ZV regiji 
(Quanta) 
Število 
dogodkov/
µl 
(CytoFlex) 
Povprečna 
maksimalna 
višina 
signala 
fluorescence 
(CytoFLEX) 
Povprečna 
intenziteta 
fluorescence 
(Quanta) 
0,522 
0,0106 
23 
0,525 
0,0100 
23 
0,523 
0,0105 
23 
0,628 
0,00176 
22 
0,777 
0,0000207 
22 
Število 
dogodkov v 
ZV regiji 
(Quanta) 
 
0,940 
3,019*10-11 
23 
1,000 
3,614*10-50 
23 
0,510 
0,0152 
22 
0,540 
0,00946 
22 
Število 
dogodkov/µl 
(Quanta) 
  
0,940 
3,068*10-11 
22 
0,466 
0,0289 
22 
0,609 
0,00262 
22 
Delež 
dogodkov v 
ZV regiji 
(Quanta) 
   
0,510 
0,0153 
22 
0,540 
0,00943 
22 
Število 
dogodkov/µl 
(CytoFLEX) 
    
0,487 
0,0215 
22 
 
4.3.3 Analiza ZV v vzorcih pred ZTKO: korelacija med NTA in pretočno citometrijo 
Statistična analiza je pokazala negativno korelacijo med koncentracijo bioloških 
nanodelcev, izmerjeno z NTA, in številom dogodkov v ZV regiji (slika 18) ter deležem 
pozitivnih dogodkov, ki so bili pridobljeni s pretočnim citometrom Quanta. 
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Kar se tiče podatkov o velikosti delcev v vzorcih, pridobljenih z NTA,  pa obstaja značilna 
korelacija med vrednostmi D90, izmerjenimi z NTA,  in številom dogodkov v ZV regiji, 
določenim s Quanta pretočnim citometrom (slika 19). 
 
 
Slika 18: Negativna korelacija med številom dogodkov v ZV regiji (pretočni citometer 
Quanta) in  koncentracijo bioloških nanodelcev (NTA) v vzorcih pred ZTKO. Pearsonov 
koeficient korelacije (r), p-vrednost (p), število bolnikov (N). 
 
 
 
Slika 19: Pozitivna korelacija med številom dogodkov v ZV regiji (pretočni citometer 
Quanta) in D90 vrednostjo (NTA) na vzorcih pred ZTKO. Pearsonov koeficient 
korelacije (r), p-vrednost (p), število bolnikov (N). 
 
 
r = –0,433 
p = 0,0392 
N = 23 
r = 0,490 
p = 0,0207 
N = 22 
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4.4 Analiza vpliva ZTKO samega in v kombinaciji z zunajtelesno 
imunoabsorpcijo ter metilprednizolonom na ZV 
Sledila je analiza vpliva samega ZTKO, ZTKO z zunajtelesno imunoadsorpcijo in ZTKO 
z administracijo metilprednizolona na izmerjene vrednosti, ki govorijo o velikosti ter 
ravni ZV oziroma ostalih bioloških nanodelcev v vzorcih.  
4.4.1 Analiza vpliva ZTKO z NTA 
Pred analizo dodatnega učinka zunajtelesne imunoadsorpcije oz. kortikosteroidov na 
spremembe v parametrih, pridobljenih z NTA, smo najprej proučili vpliv operacije z 
ZTKO ne glede na dodatne ukrepe, kot so uporaba CytoSorb® kapsule oz. administracija 
metilprednizolona. V tabeli 7 so prikazani rezultati z NTA merjenih parametrov vzorcev 
pred ZTKO in po ZTKO ter celokupni proteini vseh 23 bolnikov ne glede na skupino, v 
kateri so bili.  
 
Tabela 7: Primerjava povprečne koncentracije in velikostne porazdelitve bioloških 
nanodelcev ter povprečne koncentracije celokupnih proteinov v vzorcih pred ZTKO in 
po ZTKO za vse bolnike skupaj (N = 23)  
Metoda Parameter 
Pred 
ZTKO 
(povprečna 
vrednost ± 
SEM) 
Po ZTKO 
(povprečna 
vrednost ± 
SEM) 
Parni 
t-test 
Pearsonova korelacija 
p-
vrednost 
Korelac. 
koeficient 
p-
vrednost 
NTA 
Koncentracija 
(1010 
delcev/ml) 
9,32 ± 1,00 1,67 ± 0,17 < 0,001 0,259 0,234 
Povprečna 
velikost (nm) 
83,45 ± 
3,81 
163,94 ± 
1,95 
< 0,001 0,261 0,230 
Modus (nm) 
65,68 ± 
2,88 
145,62 ± 
2,09 
< 0,001 0,00644 0,977 
D10 (nm) 
47,51 ± 
2,62 
117,51 ± 
2,00 
< 0,001 0,292 0,177 
D50 (nm) 
73,88 ± 
3,72 
156,21 ± 
1,90 
< 0,001 0,232 0,287 
D90 (nm) 
127,74 ± 
6,27 
216,30 ± 
3,09 
< 0,001 0,308 0,152 
Spektrofoto-
metrična 
analiza 
Celokupni 
proteini 
(mg/ml) 
125,15 ± 
3,11 
76,62 ± 
2,32 
< 0,001 0,157 0,474 
 
Iz tabele je razvidno, da je ZTKO statistično značilno vplival tako na koncentracijo kot 
na velikostno porazdelitev bioloških nanodelcev, obenem pa tudi na celokupne proteine 
55 
 
v vzorcih vseh bolnikov. Med vzorci po ZTKO in pred ZTKO pa ni bilo statistično 
značilne linearne korelacije. 
 
Tabela 8: Primerjava povprečne koncentracije in velikostne porazdelitve bioloških 
nanodelcev ter povprečne koncentracije celokupnih proteinov v vzorcih pred ZTKO in 
po ZTKO po posameznih skupinah  
 
Kontrolna 
skupina (N = 9) 
Skupina s kapsulo 
(N = 8) 
Kortikosteroidna 
skupina (N = 6) 
Metoda Parameter 
Pred ZTKO 
(povprečna 
vrednost ± SEM) 
Pred ZTKO 
(povprečna 
vrednost ± SEM) 
Pred ZTKO 
(povprečna 
vrednost ± SEM) 
Po ZTKO 
(povprečna 
vrednost ± SEM) 
Po ZTKO 
(povprečna 
vrednost ± SEM) 
Po ZTKO 
(povprečna 
vrednost ± SEM) 
NTA 
 
Koncentracija 
(1010 
delcev/ml) 
8,53 ± 2,05 9,93 ± 1,42 9,71 ± 1,59 
2,02 ± 0,27 1,14 ± 0,13 1,86 ± 0,43 
Povprečna 
velikost (nm) 
94,81 ± 6,54 79,03 ± 6,12 72,30 ± 2,04 
164,41 ± 2,99 166,11 ± 1,76 160,33 ± 5,76 
Modus (nm) 
73,26 ± 5,94 61,38 ± 3,48 60,07 ± 1,95 
146,24 ± 2,16 145,86 ± 3,23 144,37 ± 6,52 
D10 (nm) 
53,78 ± 4,96 44,28 ± 3,88 42,42 ± 2,94 
117,98 ± 2,29 121,51 ± 2,36 111,48 ± 5,73 
D50 (nm) 
83,41 ± 7,03 71,16 ± 5,64 63,20 ± 1,78 
156,22 ± 2,42 159,09 ± 1,92 152,35 ± 5,88 
D90 (nm) 
148,62 ± 8,67 119,76 ± 11,47 107,05 ± 2,11 
218,02 ± 6,55 216,61 ± 1,97 213,32 ± 6,94 
Spektrofoto-
metrična 
analiza 
Celokupni 
proteini 
(mg/ml) 
124,06 ± 4,88 126,23 ± 5,93 125,34 ± 6,28 
80,64 ± 3,65 66,79 ± 2,53 83,71 ± 2,45 
 
V tabeli 8 so prikazane še povprečne vrednosti z NTA merjenih parametrov in celokupnih 
proteinov po posameznih skupinah bolnikov (kontrolni skupini, skupini s kapsulo, 
kortikosteroidni skupini). Isti rezultati so prikazani na slikah 20–26, kjer so nad stolpci 
po ZTKO označene tudi značilnosti sprememb po ZTKO (glede na stanje pred ZTKO). 
Poleg tega so s črtami nad posameznimi pari stolpcev označene statistične značilnosti 
razlik znotraj vzorcev pred ZTKO med posameznimi skupinami in znotraj vzorcev po 
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ZTKO med posameznimi skupinami. Vsi parametri so bili po ZTKO tudi znotraj 
posameznih skupin statistično značilno spremenjeni v primerjavi s predoperativnimi 
vrednostmi. 
Povprečna koncentracija bioloških nanodelcev je bila v vzorcih po ZTKO statistično 
značilno nižja v primerjavi s koncentracijo v vzorcih pred ZTKO (p < 0,001, tabela 7). 
Do statistično značilnega zmanjšanja povprečne koncentracije bioloških nanodelcev v 
plazmi je prišlo pri vseh treh skupinah, vendar je bilo zmanjšanje najbolj izrazito pri 
skupini s kapsulo (p < 0,001), sledila  je skupina bolnikov, ki so prejeli metilprednizolon 
(p = 0,002), in nato kontrolna skupina (p = 0,011), kar je prikazano na sliki 20. Znotraj 
nabora vzorcev pred ZTKO in znotraj nabora vzorcev po ZTKO ni bilo statistično 
značilnih razlik v koncentraciji bioloških nanodelcev med skupinami (slika 20).   
 
Zmanjšanje celokupnih proteinov po ZTKO je bilo statistično značilno tako pri analizi 
vseh bolnikov skupaj (p < 0,001, tabela 7) kot tudi znotraj posameznih skupin. Iz slike 21 
je razvidno, da je do največje spremembe prišlo pri kontrolni skupini (p < 0,001) in 
skupini s kapsulo (p < 0,001), sledila je kortikosteroidna skupina (p = 0,004). Celokupni 
proteini se v vzorcih pred ZTKO med skupinami niso statistično značilno razlikovali, je 
pa izolirana analiza rezultatov na vzorcih po ZTKO pokazala, da je bila celokupna 
vsebnost proteinov v skupini s kapsulo statistično značilno manjša v primerjavi s 
kontrolno skupino (p = 0,007) in kortikosteroidno skupino (p = 0,005, slika 21).   
 
Rezultati merjenja parametrov, ki opisujejo velikost zaznanih delcev (povprečno velikost, 
modus in vrednosti D10, D50 ter D90), kažejo, da se je velikost bioloških nanodelcev v 
plazmi po ZTKO povečala (p < 0,001, tabela 7). Velikost se je statistično značilno 
povečala glede na vse parametre, povečanje pa je bilo statistično značilno pri vseh treh 
skupinah bolnikov (slike 22–26). Slika 22 prikazuje spremembo povprečne velikosti, ki 
je bila najbolj izrazita v kontrolni skupini (p < 0,001) in skupini bolnikov, ki so prejeli 
metilprednizolon (p < 0,001). Sledila je skupina s kapsulo (p = 0,008). Pri modusu in 
vrednosti D10 je bila statistična značilnost povečanja velikosti enaka za vse skupine (p < 
0,001, sliki 23 in 24). Slika 25 prikazuje povprečne D50 vrednosti, ki so se po ZTKO 
najbolj spremenile v kontrolni skupini (p < 0,001) in kortikosteroidni skupini (p < 0,001), 
sledila pa je skupina s kapsulo (p = 0,008). Najbolj izrazito povečanje D90 vrednosti je 
bilo v kortikosteroidni skupini (p < 0,001), sledili sta kontrolna skupina (p = 0,004) in 
skupina s kapsulo (p = 0,008, slika 26). Pri rezultatih merjenja povprečne velikosti in 
vrednosti D90 (sliki 22 in 26) so bile prisotne statistično značilne razlike med skupinami 
že pri samih začetnih vrednostih (vzorci pred ZTKO), medtem ko analiza vzorcev po 
ZTKO med skupinami ni pokazala statistično značilnih razlik v parametrih, ki opisujejo 
velikost. 
 
S Spearmanovo korelacijo smo ugotovili pozitivno korelacijo med z D90 okarakterizirano 
velikostjo delcev po ZTKO in relativno spremembo v povprečni intenziteti fluorescence, 
57 
 
izmerjeno z instrumentom Quanta (Spearmanov koeficient korelacije = 0,579; p-vrednost 
= 0,00390; N = 23).  
 
 
Slika 20: Povprečna koncentracija bioloških nanodelcev (± SEM) v vzorcih pred ZTKO 
in po ZTKO za različne skupine bolnikov (kontrola, kapsula, kortikosteroidi). Analiza je 
bila narejena z metodo NTA. Statistično značilne spremembe so označene: * p < 0,05, ** 
p < 0,01, *** p < 0,001. 
 
 
 
Slika 21: Povprečna celokupna vsebnost proteinov v vzorcih (± SEM) pred ZTKO in po 
ZTKO za različne skupine bolnikov (kontrola, kapsula, kortikosteroidi). Rezultati so bili 
pridobljeni s spektrofotometrično analizo. Statistično značilne spremembe so označene: 
* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. 
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Slika 22: Povprečna velikost delcev (± SEM) v vzorcih pred ZTKO in po ZTKO za 
različne skupine bolnikov (kontrola, kapsula, kortikosteroidi). Analiza je bila narejena z 
metodo NTA. Statistično značilne spremembe so označene: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** 
p < 0,001. 
 
 
 
Slika 23: Povprečni modus velikosti delcev (± SEM) v vzorcih pred ZTKO in po ZTKO 
za različne skupine bolnikov (kontrola, kapsula, kortikosteroidi). Analiza je bila narejena 
z metodo NTA. Statistično značilne spremembe so označene: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** 
p < 0,001. 
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Slika 24: Povprečna D10 vrednost velikosti delcev (± SEM) v vzorcih pred ZTKO in po 
ZTKO za različne skupine bolnikov (kontrola, kapsula, kortikosteroidi). Analiza je bila 
narejena z metodo NTA. Statistično značilne spremembe so označene: * p < 0,05, ** p < 
0,01, *** p < 0,001. 
 
 
 
 
Slika 25: Povprečna D50 vrednost velikosti delcev (± SEM) v vzorcih pred ZTKO in po 
ZTKO za različne skupine bolnikov (kontrola, kapsula, kortikosteroidi). Analiza je bila 
narejena z metodo NTA. Statistično značilne spremembe so označene: * p < 0,05, ** p < 
0,01, *** p < 0,001. 
 
60 
 
 
Slika 26: Povprečna D90 vrednost velikosti delcev (± SEM) v vzorcih pred ZTKO in po 
ZTKO za različne skupine bolnikov (kontrola, kapsula, kortikosteroidi). Analiza je bila 
narejena z metodo NTA. Statistično značilne spremembe so označene: * p < 0,05, ** p < 
0,01, *** p < 0,001. 
 
 
Korelacija med rezultati, pridobljenimi na vzorcih pred ZTKO in po ZTKO 
Pri rezultatih, pridobljenih z NTA, in pri meritvah celokupnih proteinov nismo ugotovili 
linerane korelacije med vzorci pred ZTKO in po ZTKO (tabela 7).  
Nepovezanost rezultatov po ZTKO in rezultatov pred ZTKO se kaže tudi v manjših 
razlikah v vrednostih za vse parametre med posameznimi bolniki v vzorcih po ZTKO 
(manjše vrednosti SEM za vzorce po ZTKO vseh 3 skupin, tabela 8). Koncentracije 
bioloških nanodelcev, izmerjene na vzorcih po ZTKO, so se gibale v približno istem 
velikostnem razredu ne glede na začetne koncentracije, ki so bile pri nekaterih bolnikih 
zelo nizke, spet pri drugih zelo visoke. Podobno velja tudi za koncentracije celokupnih 
proteinov in parametre, ki opisujejo velikost bioloških nanodelcev v vzorcih (povprečna 
velikost, modus, D10, D50, D90). 
Smo pa ugotovili korelacijo med rezultati, pridobljenimi na vzorcih pred ZTKO in 
relativnimi spremembami po ZTKO glede na stanje pred ZTKO. RS v koncentraciji 
bioloških nanodelcev po ZTKO je negativno korelirala s koncentracijo bioloških 
nanodelcev pred ZTKO (Pearsonov koeficient korelacije = –0,590; p-vrednost = 0,00305, 
N = 23, slika 27), kar pomeni, da se je pri manjših začetnih koncentracijah ta po ZTKO 
manj zmanjšala kot pri tistih bolnikih, ki so pred ZTKO imeli višjo koncentracijo 
bioloških nanodelcev v plazmi. Podobna negativna korelacija je bila ugotovljena tudi za 
celokupno koncentracijo proteinov (Pearsonov koeficient korelacije = –0,534; p-vrednost 
= 0,00873; N = 23). Tudi pri koncentraciji proteinov je bilo zmanjšanje zaradi ZTKO 
izrazitejše pri bolnikih z nižjimi začetnimi koncentracijami celokupnih proteinov v 
vzorcu pred ZTKO. 
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Močno negativno so korelirale tudi povprečne velikosti bioloških nanodelcev v vzorcih 
pred ZTKO in RS v povprečnih velikostih po ZTKO glede na stanje pred ZTKO 
(Pearsonov koeficient korelacije = –0,935; p-vrednost = 6,703*10-11; N = 23, slika 28). 
Negativna korelacija je bila ugotovljena za najpogostejšo velikost delcev ali modus 
(Pearsonov koeficient korelacije = –0,873; p-vrednost = 0,0000000547; N = 23) in 
vrednosti D10 (Pearsonov koeficient korelacije = –0,882; p-vrednost = 0,0000000258; N 
= 23), D50 (Pearsonov koeficient korelacije = –0,934; p-vrednost = 7,322*10-11; N = 23) 
in D90 (Pearsonov koeficient korelacije = –0,935; p-vrednost = 6,373*10-11; N = 23). 
Povečanje velikosti bioloških nanodelcev v plazmi je bilo večje pri tistih bolnikih, ki so 
v vzorcu pred ZTKO imeli manjše biološke nanodelce. Večji kot so bili biološki 
nanodelci pred indukcijo v anestezijo, manj izrazito je bilo povečanje velikosti bioloških 
nanodelcev po ZTKO.  
 
 
 
Slika 27: Negativna korelacija med koncentracijo bioloških nanodelcev v vzorcih pred 
ZTKO in relativno spremembo v koncentraciji delcev po ZTKO glede na stanje pred 
ZTKO. Analiza je bila narejena z metodo NTA. Pearsonov koeficient korelacije (r), p-
vrednost (p), število bolnikov (N). 
 
r = –0,590 
p = 0,00305 
N = 23 
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Slika 28: Negativna korelacija med povprečno velikostjo bioloških nanodelcev v vzorcih 
pred ZTKO in relativno spremembo v povprečni velikosti delcev po ZTKO glede na 
stanje pred ZTKO. Analiza je bila narejena z metodo NTA. Pearsonov koeficient 
korelacije (r), p-vrednost (p), število bolnikov (N). 
 
 
 
r = –0,935 
p = 6,703*10-11 
N = 23 
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4.4.2 Analiza vpliva ZTKO z metodo pretočne citometrije 
Rezultati analize vzorcev pred ZTKO in po ZTKO z metodo pretočne citometrije so za 
vse bolnike skupaj prikazani v tabeli 9. V tabeli 10 pa so prikazane povprečne vrednosti 
s pretočno citometrijo merjenih parametrov na vzorcih pred ZTKO in po ZTKO, 
pridobljene glede na posamezne skupine bolnikov (kontrolna skupina, skupina  s kapsulo, 
kortikosteroidna skupina). Ta ista primerjava med skupinami je vidna tudi na slikah 29–
34, na katerih so prikazane tudi statistične značilnosti posameznih sprememb. Statistična 
značilnost, označena nad stolpci, ki prikazujejo vrednosti vzorcev po ZTKO, govori o 
spremembi vrednosti v primerjavi s predoperativnimi rezultati (pred ZTKO). S črtami 
označeni pari nad stolpci pa prikazujejo statistično značilno spremembo med skupinami 
samo znotraj vzorcev pred ZTKO (kako so se med skupinami razlikovale začetne 
vrednosti) oziroma znotraj vzorcev po ZTKO (kako so se med skupinami razlikovale 
vrednosti po ZTKO). 
 
Tabela 9: Primerjava rezultatov, pridobljenih s pretočno citometrijo na vzorcih pred 
ZTKO in po ZTKO za vse bolnike skupaj 
Instrument 
in število 
vzorcev 
(N) 
Parameter 
Pred 
ZTKO 
(povprečna 
vrednost ± 
SEM) 
Po ZTKO 
(povprečna 
vrednost ± 
SEM) 
Parni 
t-test 
Pearsonova korelacija 
p-
vrednost 
Korelac. 
koeficient 
p-vrednost 
Pretočni 
citometer 
Quanta 
 N = 23 
Povprečna 
intenziteta 
fluorescence 
626,68 ± 
103,22 
378,40 ± 
66,87 
0,003 0,696 0,000228 
Število 
dogodkov v 
ZV regiji 
622,17 ± 
113,69 
974,13 ± 
162,832 
0,004 0,734 0,0000482 
Št. 
dogodkov/µl 
49,67 ± 
10,31 
47,51 ± 
8,76 
0,738 0,790 0,00000726 
Delež 
dogodkov v 
ZV regiji 
[%] 
1,24 ± 0,23 1,97 ± 0,33 0,004 0,736 0,0000623 
Pretočni 
citometer 
CytoFLEX 
N = 22 
Povprečna 
maksimalna 
višina 
signala 
fluorescence 
6.245,13 ± 
650,01 
4.994,04 ± 
482,41 
0,011 0,724 0,000137 
Število 
dogodkov/µl 
866,46 ± 
183,50 
1.103,23 ± 
171,34 
0,298 0,219 0,327 
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Tabela 10: Primerjava rezultatov, pridobljenih s pretočno citometrijo na vzorcih pred 
ZTKO in po ZTKO po posameznih skupinah 
 
Kontrolna 
skupina 
Skupina s kapsulo 
Kortikosteroidna 
skupina 
Instrument 
ter število 
vzorcev N 
(kontrola; 
kapsula; 
kortiko) 
Parameter 
Pred ZTKO 
(povprečna 
vrednost ± SEM) 
Pred ZTKO 
(povprečna 
vrednost ± SEM) 
Pred ZTKO 
(povprečna 
vrednost ± SEM) 
Po ZTKO 
(povprečna 
vrednost ± SEM) 
Po ZTKO 
(povprečna 
vrednost ± SEM) 
Po ZTKO 
(povprečna 
vrednost ± SEM) 
Pretočni 
citometer 
Quanta 
N = 9; 8; 6 
Povprečna 
intenziteta 
fluorescence 
851,47 ± 200,37 507,66 ± 116,41 448,17 ± 181,05 
603,24 ± 114,77 218,55 ± 80,98 254,27 ± 80,62 
Število 
dogodkov v 
ZV regiji 
884,78 ± 255,92 453,25 ± 86,01 453,50 ± 114,03 
1428,11 ± 340,38 728,63 ± 153,19 620,50 ± 149,78 
Št. 
dogodkov/µl 
75,13 ± 23,34 31,02 ± 5,98 36,34 ± 9,81 
76,37 ± 17,79 30,54 ± 6,36 26,86 ± 6,90 
Delež 
dogodkov v 
ZV regiji [%] 
1,77 ± 0,51 0,90 ± 0,17 0,91 ± 0,23 
2,93 ± 0,69 1,44 ± 0,31 1,24 ± 0,30 
Pretočni 
citometer 
CytoFLEX 
N = 8; 8; 6 
Povprečna 
maksimalna 
višina signala 
fluorescence 
7786,95 ± 
1481,69 
4847,69 ± 456,52 6052,62 ± 926,00 
7057,70 ± 155,97 3728,73 ± 321,47 3929,57 ± 328,63 
Število 
dogodkov/µl 
1074,73 ± 385,49 694,41 ± 118,52 818,17 ± 441,60 
796,76 ± 155,97 1436,96 ± 358,74 1066,88 ± 333,87 
 
Iz tabele 9 je razvidno, da je bila intenziteta fluorescence v vzorcih plazme, ki je prestala 
ZTKO, statistično značilno manjša v primerjavi s predoperativnimi vzorci. To dokazujejo 
meritve povprečne intenzitete fluorescence z instrumentom Quanta (p = 0,003, tabela 9) 
in meritve povprečne maksimalne višine signala fluorescence s pretočnim citometrom 
CytoFLEX (p = 0,011, tabela 10). Povprečna fluorescenca vzorcev se je zmanjšala v vseh 
treh skupinah. Vendar pa je bilo zmanjšanje fluorescence statistično značilno samo v 
primeru skupine s kapsulo oz. zunajtelesno imunoadsorpcijo (sliki 29 in 33). To velja 
tako za fluorescenco, izmerjeno s pretočnim citometrom Quanta (skupina s kapsulo: p = 
0,002; kontrolna skupina: p = 0,162, kortikosteroidna skupina: p = 0,259, slika 29), kot 
tudi za fluorescenco, izmerjeno s pretočnim citometrom CytoFLEX (skupina s kapsulo: 
p < 0,001; kontrolna skupina: p = 0,507; kortikosteroidna skupina: p = 0,059, slika 33). 
Znotraj nabora vzorcev pred ZTKO ni bilo statistično značilnih razlik v fluorescenci med 
skupinami. So se pa med skupinami statistično značilno razlikovale izmerjene vrednosti 
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fluorescence v vzorcih po ZTKO. Končna raven fluorescence, izmerjena v vzorcih po 
ZTKO, je bila v kontrolni skupini statistično značilno nižja – tako v primerjavi s skupino 
s kapsulo (Quanta: p = 0,018, slika 30; CytoFLEX: p = 0,008, slika 33) kot tudi v 
primerjavi s kortikosteroidno skupino (Quanta: p = 0,026, slika 30; CytoFLEX: p = 0,011, 
slika 33). 
 
Spremembi v številu dogodkov v ZV regiji, pridobljenem s pretočnim citometrom Quanta 
(p = 0,004, tabela 9), in z njim povezanem deležu dogodkov v ZV regiji (p = 0,004, tabela 
9) kažeta na povišanje vsebnosti ZV po zunajtelesnem krvnem obtoku. Hkrati je analiza 
teh dveh parametrov pri vseh skupinah pokazala večjo vsebnost ZV v vzorcih krvi, 
odvzetih po ZTKO, sprememba pa je bila statistično značilna le pri kotrolni skupini 
(število dogodkov v ZV regiji: p = 0,029, slika 30; delež dogodkov v ZV regiji: p = 0,027, 
slika 32), ne pa tudi pri skupini s kapsulo (število dogodkov v ZV regiji: p = 0,075, slika 
30; delež dogodkov v ZV regiji: p = 0,086, slika 32) in kortikosteroidni skupini (število 
dogodkov v ZV regiji: p = 0,481, slika 30; delež dogodkov v ZV regiji: p = 0,481, slika 
32). Ko smo ločeno analizirali vzorce pred ZTKO, ni bilo statistično značilnih razlik med 
skupinami v številu dogodkov oz. deležu v ZV regiji. Enako velja za končne vrednosti, 
pridobljene na vzorcih po ZTKO. 
 
Število dogodkov pa se, ko je bilo podano na volumensko enoto (število dogodkov na µl) 
in analizirano za vse bolnike skupaj, po ZTKO ni statistično značilno spremenilo (p = 
0,738, tabela 9), kar velja tudi  za instrument CytoFLEX (p = 0,298, tabela 9). Meritve, 
pridobljene z instrumentom Quanta, niso pokazale statistično značilnih sprememb v 
številu dogodkov na µl pri nobeni skupini (slika 31), medtem, ko smo z instrumentom 
CytoFLEX izmerili statistično značilno povišanje števila dogodkov na µl v vzorcih po 
ZTKO skupine s kapsulo v primerjavi s stanjem pred ZTKO (p = 0,016; slika 34), medtem 
ko pri kontrolni skupini (p = 0,466; slika 34) in skupini s kortikosteroidi (p = 0,566; slika 
34) ni bilo statistično značilne spremembe v številu dogodkov na µl. Pri instrumentu 
CytoFLEX ni bilo statistično značilnih razlik med skupinami za meritve na vzorcih pred 
ZTKO niti za meritve na vzorcih po ZTKO (slika 34). Pri številu dogodkov/µl, ki smo ga 
pridobili s pretočnim citometrom Quanta, pa je bilo končno število dogodkov/µl (vzorci 
po ZTKO) v kontrolni skupini statistično značilno višje kot v skupini s kapsulo (p = 0,035; 
slika 31) in kortikosteroidni skupini (p = 0,018; slika 31). Pri tem je treba upoštevati, da 
so bile že začetne vrednosti števila dogodkov/µl v kontrolni skupini višje (75,13 ± 23,34; 
tabela 10) kot pri skupini s kapsulo (31,02 ± 5,98; tabela 10) in skupini, ki je prejela 
metilprednizolon (36,34 ± 9,81; tabela 10), vendar te razlike niso bile statistično značilne. 
 
Preverili smo še povezavo med fluorescenco in številom dogodkov v ZV regiji za vzorce 
po ZTKO in ugotovljena je bila pozitivna korelacija (slika 35). 
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Slika 29: Povprečna intenziteta fluorescence v ZV regiji (± SEM) v vzorcih pred ZTKO 
in po ZTKO za različne skupine bolnikov (kontrola, kapsula, kortikosteroidi). Analiza je 
bila narejena s pretočnim citometrom Quanta. Statistično značilne spremembe so 
označene: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. 
 
 
 
Slika 30: Povprečno število dogodkov v ZV regiji (± SEM) v vzorcih pred ZTKO in po 
ZTKO za različne skupine bolnikov (kontrola, kapsula, kortikosteroidi). Analiza je bila 
narejena s pretočnim citometrom Quanta. Statistično značilne spremembe so označene: * 
p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. 
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Slika 31: Povprečno število dogodkov/µl v ZV regiji (± SEM) v vzorcih pred ZTKO in 
po ZTKO za različne skupine bolnikov (kontrola, kapsula, kortikosteroidi). Analiza je 
bila narejena s pretočnim citometrom Quanta. Statistično značilne spremembe so 
označene: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. 
 
 
 
Slika 32: Povprečni delež dogodkov v ZV regiji (± SEM) v vzorcih pred ZTKO in po 
ZTKO za različne skupine bolnikov (kontrola, kapsula, kortikosteroidi). Analiza je bila 
narejena s pretočnim citometrom Quanta. Statistično značilne spremembe so označene: * 
p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. 
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Slika 33: Povprečna maksimalna višina signala fluorescence v ZV regiji (± SEM) na 
vzorcih pred ZTKO in po ZTKO za različne skupine bolnikov (kontrola, kapsula, 
kortikosteroidi). Analiza je bila narejena s pretočnim citometrom CytoFLEX. Statistično 
značilne spremembe so označene: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. 
 
 
 
Slika 34: Povprečno število dogodkov/µl v ZV regiji (± SEM) v vzorcih pred ZTKO in 
po ZTKO za različne skupine bolnikov (kontrola, kapsula, kortikosteroidi). Analiza je 
bila narejena s pretočnim citometrom CytoFLEX. Statistično značilne spremembe so 
označene: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. 
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Slika 35: Pozitivna korelacija med povprečno intenziteto fluorescence in številom 
dogodkov v ZV regiji na vzorcih po ZTKO. Analiza je bila narejena s pretočnim 
citometrom Quanta. Pearsonov koeficient korelacije (r), p-vrednost (p), število bolnikov 
(N). 
 
 
Korelacija med rezultati, pridobljenimi na vzorcih pred ZTKO in po ZTKO 
Korelacije med rezultati, pridobljenimi pred ZTKO in po njem, ni bilo pri številu 
dogodkov/µl, izmerjenem s pretočnim citomerom CytoFLEX (r = 0,219; p = 0,327; tabela 
10), medtem ko smo ugotovili pozitivno korelacijo med vzorci pred ZTKO in po ZTKO 
pri fluorescenci, pridobljeni z instrumentom CytoFLEX (r = 0,724; p = 0,000137; tabela 
10) in vseh ostalih parametrih, izmerjenih s pretočno citometrijo Quanta (tabela 10): 
povprečna intenziteta fluorescence (r = 0,696; p = 0,000228), število dogodkov v ZV 
regiji (r = 0,734; p = 0,0000482), število dogodkov/µl (r = 0,790; p = 0,00000726) in 
delež dogodkov v ZV regiji (r = 0,736; p = 0,0000623).  
Korelacija med deležem dogodkov v ZV regiji v vzorcih pred ZTKO in v vzorcih po 
ZTKO je prikazana na sliki 36. Ugotovili smo tudi negativno korelacijo med 
predoperativno ravnjo ZV v plazmi in spremembo ravni ZV v plazmi (primerjava po 
ZTKO in pred ZTKO). Pri višjem začetnem deležu dogodkov v ZV regiji je povišanje 
istega parametra zaradi ZTKO manjše kot pri nižjih začetnih deležih dogodkov v ZV 
regiji (slika 37). 
 
r = 0,642 
p = 0,000954 
N = 23  
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Slika 36: Pozitivna korelacija med deležem dogodkov v ZV regiji v vzorcih pred ZTKO 
in po ZTKO. Analiza je bila narejena s pretočnim citometrom Quanta. Pearsonov 
koeficient korelacije (r), p-vrednost (p), število bolnikov (N). 
 
 
Slika 37: Negativna korelacija med deležem dogodkov v ZV regiji v vzorcih pred ZTKO 
in relativno spremembo v deležu dogodkov v ZV regiji po ZTKO glede na stanje pred 
ZTKO. Analiza je bila narejena s pretočnim citometrom Quanta. Pearsonov koeficient 
korelacije (r), p-vrednost (p), število bolnikov (N). 
 
4.4.3 Analiza z ZTKO povzročenih relativnih sprememb v merjenih parametrih 
Primerjava povprečnih relativnih sprememb za posamezne parametre med vsemi tremi 
skupinami je prikazana na sliki 38. Označene SEM pokažejo, da je bila variacija v 
relativnih spremembah med bolniki največja pri parametrih, ki so bili pridobljeni s 
pretočno citometrijo. 
r = 0,736 
p = 0,0000623 
N = 23  
r = –0,477 
p = 0,0215 
N = 23 
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Slika 38: Primerjava povprečnih relativnih sprememb (± SEM) med skupinami za vse 
merjene parametre 
 
Povprečne vrednosti relativnih sprememb v povprečni intenziteti fluorescence (Quanta) 
se razlikujejo do te mere, da je povprečna relativna sprememba v kontrolni skupini 
pozitivna (30,50 ± 67,30 %), medtem ko povprečje relativnih sprememb pri skupini s 
kapsulo (–60,20 ± 8,61 %) in kortikosteroidni skupini (–20,00 ± 23,50 %) kaže na 
zmanjšanje fluorescence. Do zmanjšanja povprečne intenzitete je prišlo pri skupno 19 
bolnikih (–52,80 ± 5,09 %), medtem ko se je pri 4 bolnikih (kontrola-2, kortiko-2) 
povprečna intenziteta fluorescence povišala (169,10 ± 132,60 %). 
Pri drugem parametru, ki opisuje fluorescenco (povprečna maksimalna višina signala 
fluorescence, CytoFLEX), gre za podoben trend povprečnih vrednosti RS med 
skupinami. V kontrolni skupini povprečje kaže na povišanje fluorescence (3,47 ± 
17,60 %), medtem ko povprečni vrednosti RS za skupino s kapsulo (–4,16 ± 18,10 %) in 
kortikosteroidno skupino (–28,90 % ± 10,40 %) kažeta na zmanjšanje fluorescence. 
Skupno se je fluorescenca zmanjšala pri 19 bolnikih (–25,00 ± 3,19 %), medtem ko se je 
povečala pri treh bolnikih (50,50 ± 34,90 %). Dva od teh bolnikov sta bila v kontrolni 
skupini, eden pa v kortikosteroidni skupini.  
Povprečno število dogodkov v ZV regiji (pridobljeno s pretočnim citometrom Quanta) se 
je po ZTKO povišalo pri vseh skupinah; pri kontrolni skupini je bilo povišanje 151,70 ± 
70,80 %, pri skupini s kapsulo 120,20 ± 51,70 %, pri kortikosteroidni skupini pa je bila 
relativna sprememba 109,80 ± 83,90 %. Do povečanja števila pozitivnih ZV dogodkov je 
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prišlo pri 17 bolnikih (186,20 ± 43,70 %), medtem ko je bilo pri 6 bolnikih (kontrola-1, 
kapsula-2, kortiko-3) število dogodkov v ZV regiji manjše po ZTKO (–29,90 ± 9,38 %). 
Trije izmed teh 6 bolnikov so bili med tistimi bolniki, ki so bili naknadno izključeni iz 
primarne študije. Podoben trend sprememb po ZTKO je bil prisoten pri deležu dogodkov 
v ZV regiji, ki je tesno povezan s številom dogodkov v ZV regiji. 
Tudi pri parametrih, kjer je število ZV dogodkov podano na µl, so povprečne vrednosti 
pokazale povišanje ravni ZV v vseh treh skupinah. To velja tako za rezultate, pridobljene 
s pretočnim citometrom Quanta (kontrola: 46,40 ± 41,50 %; kapsula: 16,00 ± 19,60 %; 
kortiko: 6,82 ± 42,60 %), kot tudi za rezultate, izmerjene z instrumentom CytoFLEX 
(kontrola: 49,90 ± 42,00 %; kapsula: 124,90 ± 48,30 %; kortiko: 124,90 ± 48,30 %). Pri 
številu dogodkov/µl, ki smo ga izmerili z instrumentom Quanta, je do povečanja prišlo 
sicer samo pri 11 bolnikih (96,30 ± 29,20 %), pri ostalih 12 bolnikih (kontola-5, kapsula-
3, kortiko-4) je bilo po ZTKO število dogodkov/µl manjše v primerjavi s stanjem pred 
ZTKO (–39,40 ± 7,55%). Pri številu dogodkov/µl, pridobljenem s citometrom 
CytoFLEX, pa je do povečanja prišlo pri 16 bolnikih (170,40 ± 40,10 %), do zmanjšanja 
pa pri 6 bolnikih (–41,90 ± 10,90 %), izmed katerih so bili 4 v kontrolni skupini, 1 v 
skupini s kapsulo in 1 v kortikosteroidni skupini. 
Povprečne relativne spremembe v koncentraciji bioloških nanodelcev kažejo na 
zmanjšanje v vseh treh skupinah (kontrola: –57,30 ± 14,40 %; kapsula: –-86,90 ± 2,01 %; 
kortiko: –79,90 ± 3,58 %). Do zmanjšanja koncentracije bioloških nanodelcev je prišlo 
pri 22 bolnikih (–78,40 ± 3,99 %), medtem ko se je pri 1 pacientu (iz kontrolne skupine) 
koncentracija bioloških nanodelcev po ZTKO povečala (34,40 %). 
Kar se tiče velikosti bioloških nanodelcev oz. ZV v vzorcih, je pri vseh skupinah prišlo 
do povečanja velikosti. To velja tako za povprečno velikost delcev, najpogostejšo velikost 
(modus) in vrednosti D10, D50 in D90 (slika 38). Povišanje je bilo pri vseh skupinah 
najbolj izrazito pri D10 vrednosti (kontrola: 133,60 ± 21,10 %, kapsula: 188,00 ± 
23,50 %, kortiko: 165,30 ± 11,70 %), najmanj izrazito pa pri D90 vrednosti (kontrola: 
49,80 ± 7,57 %, kapsula: 89,40 ± 13,00 %, kortiko: 99,40 ± 6,16 %). Do povečanja v vseh 
parametrih je prišlo pri vseh bolnikih, brez izjeme. 
Zmanjšanje celokupnih plazemskih proteinov je bilo statistično značilno večje v skupini 
s kapsulo v primerjavi s kontrolno (p = 0,032) in kortikosteroidno skupino (p = 0,026). 
Pri povprečni velikosti delcev in vrednosti D90 je bilo v primerjavi s kontrolno skupino 
povečanje zaradi ZTKO statistično značilno večje v skupini s kapsulo (povpr. velikost: p 
= 0,017; D90: p = 0,007) in v kortikosteroidni skupini (povpr. velikost: p = 0,025; D90: 
p = 0,005).  
Pri parametrih pretočne citometrije ni bilo statistične značilnosti v razliki med 
povprečnimi relativnimi spremembami po ZTKO med skupinami. Prav tako ni bilo 
statistično značilnih razlik med skupinami v zmanjšanju koncentracije bioloških 
nanodelcev in v povečanju modusa ter vrednosti D10 oz. D50.  
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4.4.4 Vpliv bolnikov, ki so bili izključeni iz študije 
Relativna sprememba v fluorescenci, ki odraža esterazno aktivnost v ZV, je najbolj 
odstopala pri enem bolniku iz kontrolne skupine (bolnik X, slika 39). Ta bolnik je bil med 
tistimi 5 bolniki, ki so bili naknadno izključeni iz primarne študije. Pri bolniku X je bilo 
povečanje povprečne intenzitete fluorescence (Quanta) 564,41 %, v primerjavi s 
povprečjem ostalih bolnikov (N = 22), za katere je bila povprečna RS –40,5 ± 8,38 %. 
Bolnik X je tudi pri fluorescenci, izmerjeni z instrumentom CytoFLEX, imel najvišjo RS  
(120,2 %) v primerjavi z ostalimi bolniki (N = 21), katerih povprečna RS je bila –14,2 ± 
7,79 %. Koncentracija bioloških nanodelcev v vzorcu pred ZTKO je bila pri bolniku X 
najvišja v vsej skupini (21,30*1010 delcev/ml), povprečje ostalih bolnikov (N = 22) pa je 
bilo 8,78 ± 0,87*1010 delcev/ml. Podobno velja za koncentracijo celokupnih proteinov v 
vzorcu pred ZTKO, ki je bila pri bolniku X 157,48 mg/ml, povprečje ostalih bolnikov (N 
= 22) pa je bilo 123,68 ± 2,87 mg/ml. Bolnik X je izstopal tudi glede na povišanje ravni 
ZV po ZTKO glede na pred ZTKO. RS v številu dogodkov v ZV regiji (Quanta) je bila 
636,00 %, kar je skoraj 6-krat več od povprečja ostalih bolnikov (N = 22), ki je bilo 106,8 
± 31,6 %. RS v številu dogodkov/µl (CytoFLEX) je bila pri bolniku X druga najvišja 
(199,00 %), višjo je imel le še en bolnik (357 %), ki je tudi bil med tistimi bolniki, ki so 
bili izključeni iz študije. Pri bolniku X je odstopalo tudi povišanje povprečne velikosti 
bioloških nanodelcev zaradi ZTKO (60,00 %) v primerjavi s povprečjem ostalih 22 
bolnikov (105,2 ± 72,6 %). Manj intenzitvno povečanje povprečne velikosti delcev v krvi 
je bilo prisotno le še pri 2 drugih bolnikih. 
Slika 39 prikazuje primerjavo RS merjenih parametrov bolnika X in povprečne vrednosti 
RS ostalih izključenih bolnikov ter bolnikov, ki iz primarne študije niso bili izključeni. 
RS v koncentraciji bioloških nanodelcev bolnika X (–84,00 %) je bila primerljiva s 
povprečno vrednostjo RS ostalih izključenih bolnikov (–81,00 % ± 3,68 %) in povprečno 
vrednostjo RS neizključenih bolnikov (–71,00 % ± 7,86 %) kljub odstopanju v 
vrednostih, pridobljenih na vzorcih pred ZTKO. Podobno velja za koncentracijo 
celokupnih proteinov –  tudi pri povprečni velikosti delcev ni bilo večjega odstopanja pri 
bolniku X in ostalih izključenih pacientih. Največje odstopanje je opaziti pri parametrih, 
pridobljenih s pretočno citometrijo, in sicer predvsem pri bolniku X. Ostali izključeni 
bolniki niso kazali nagnjenja k odstopanju, ki bi bilo podobno trendu sprememb bolnika 
X. 
Če vse iz primarne študije izključene bolnike (N = 5) izključimo iz analize, ugotovimo, 
da se je število dogodkov/µl, pridobljeno s citometrom CytoFLEX, povišalo pri vseh 
bolnikih v skupini s kapsulo (143,93 ± 51,30 %, N = 7) in kortikosteroidni skupini (257,88 
± 132,92 %, N = 4), medtem ko se je v kontrolni skupini število dogodkov/µl povečalo 
pri dveh (96,2 ± 70,9 %), zmanjšalo pa pri 4 bolnikih (-47,6 ± 13,4 %). Povprečne 
vrednosti RS za povišanje in zmanjšanje števila dogodkov/µl znotraj posameznih skupin 
so prikazane na sliki 40. 
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Slika 39: Relativne spremembe v merjenih parametrih (± SEM) za skupine bolnikov: 
bolnik, katerega rezultati so najbolj odstopali in je bil izključen iz primarne študije 
(Bolnik X, N = 1), ostali bolniki, ki so bili izključeni iz primarne študije (Izključeni 
bolniki, N = 4), ter bolniki, ki iz študije niso bili izključeni (Neizključeni bolniki, N = 
18). 
 
 
Slika 40: Relativne spremembe v številu dogodkov/µl za posamezne skupine. Analiza je 
bila narejena s pretočnim citometrom CytoFLEX. Upoštevani so samo bolniki, ki iz 
primarne študije niso bili izključeni. 
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Slika 41: Relativne spremembe v povprečni maksimalni višini signala fluorescence za 
posamezne skupine. Analiza je bila narejena s pretočnim citometrom CytoFLEX. 
Upoštevani so samo bolniki, ki iz primarne študije niso bili izključeni. 
 
 
Slika 42: Relativne spremembe v povprečni intenziteti fluorescence za posamezne 
skupine. Analiza je bila narejena s pretočnim citometrom Quanta. Upoštevani so samo 
bolniki, ki iz primarne študije niso bili izključeni. 
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Na sliki 41 so prikazane povprečne vrednosti RS za povišanje in zmanjšanje povprečne 
maksimalne višine signala fluorescence znotraj posameznih skupin (izključeni bolniki 
niso upoštevani). Pri 5 bolnikih iz kontrolne skupine se je povprečna maksimalna višina 
signala fluorescence zmanjšala (–21,27 ± 5,07 %), pri enem bolniku se je povečala (17,00 
%). Prav tako se je le pri enem bolniku povečala fluorescenca v kortikosteroidni skupini 
(14,00 %), medtem ko je do zmanjšanja prišlo pri 3 bolnikih (–28,38 ± 7,88 %). V skupini 
s kapsulo se je povprečna maksimalna višina signala fluorescence zmanjšala pri vseh 
bolnikih (–21,11 ± 3,44 %).  
Slika 42 pa prikazuje povprečne vrednosti RS še za povprečno intenziteto fluorescence 
za posamezne skupine, merjeno s pretočnim citometrom Quanta. Trend je podoben kot 
pri fluorescenci, merjeni z instrumentom CytoFLEX (slika 41). V kontrolni skupini je 
bilo povišanje fluorescence prisotno le pri enem bolniku (19,90 %), medtem ko se je 
fluorescenca zmanjšala pri 6 bolnikih (–50,61 ± 4,34 %). V skupini s kapsulo je prišlo do 
znižanja fluorescence pri vseh 7 bolnikih (–55,85 ± 8,56 %), medtem ko se je v 
kortikosteroidni skupini dvema bolnikoma fluorescenca zmanjšala (–46,24 ± 22,47 %), 
dvema pa povečala (45,97 ± 32,21 %). 
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4.5 Značilnosti bolnikov in operativnega posega ter ZV 
Tabela 11: Klinični podatki za vse bolnike in za posamezne skupine bolnikov. Podatki 
so podani kot povprečne vrednosti (± SEM) ali kot frekvenca (%).  
 
Vsi skupaj 
Hemoliza 1: 
N=16 
Ostalo: N=18 
Kontrolna 
skupina 
Hemoliza: N=6 
Ostalo: N=7 
Skupina s 
kapsulo 
Hemoliza: N=6 
Ostalo: N=7 
Kortikosteroidna 
skupina 
N=4 
Moški spol 33,3 % 28,6 % 42,9 % 25,0 % 
Ženski spol 66,7 % 71,4 % 57,1 % 75,0 % 
Starost (leta) 68,61 ± 2,96 71,29 ± 4,60 66,86 ± 5,75 67,00 ± 5,21 
Višina (cm) 171,83 ± 2,03 172,14 ± 3,29 174,14 ± 3,77 167,25 ± 2,69 
Teža (kg) 79,00 ± 3,23 84,14 ± 5,68 78,71 ± 5,26 70,50 ± 4,01 
Indeks tel. mase 26,73 ± 0,90 28,23 ± 1,26 26,17 ± 1,87 25,13 ± 0,70 
Tel. površina (m2) 1,92 ± 0,04 1,98 ± 0,08 1,93 ± 0,06 1,79 ± 0,06 
ASA razred 3 77,8 % 71,4 % 71,4 % 100 % 
ASA razred 4 22,2 % 28,6 % 28,6 % 0 % 
EuroSCORE-2 (%) 3,82 ± 0,72 4,52 ± 1,40 4,23 ± 1,12 1,87 ± 0,36 
LVEF (%) 62,33 ± 2,63 64,43 ± 4,02 58,57 ± 5,03 65,25 ± 4,27 
Dolž. ZTKO (min) 150,72 ± 12,87 147,43 ± 21,94 152,00 ± 26,10 154,25 ± 11,90 
Hemoliza 1. (mg/L Hb) 32,93 ± 5,65 39,84 ± 9,82 23,88 ± 6,84 36,15 ± 14,60 
Hemoliza 2. (mg/L Hb) 403,73 ± 24,76 326,50 ± 29,36 464,93 ± 35,81 427,79 ± 43,02 
Fibrinogen 1. (g/L) 3,32 ± 0,15 3,24 ± 0,24 3,45 ± 0,26 3,25 ± 0,29 
Fibrinogen 2. (g/L) 1,91 ± 0,13 1,98 ± 0,30 1,87 ± 0,17 1,85 ±0,20 
LDL 1. (mmol/L) 2,64 ± 0,20 2,67 ± 0,23 2,69 ± 0,43 2,50 ± 0,38 
LDL 2. (mmol/L) 1,62 ± 0,11 1,59 ± 0,15 1,60 ± 0,21 1,73 ± 0,25 
HDL 1. (mmol/L) 1,17 ± 0,09 1,29 ± 0,20 1,13 ± 0,09 1,03 ± 0,20 
HDL 2. (mmol/L) 0,71 ± 0,06 0,79 ± 0,14 0,64 ± 0,05 0,70 ± 0,11 
Troponin 1. (ng/mL)    0,01 ± 0,00 
Troponin 2. (ng/mL) 11,28 ± 3,07 7,02 ± 3,75 11,77 ± 5,14 17,89 ± 8,55 
V intraoperativno 
aplicirane sveže 
zmrznjene plazme (ml) 
540,94 ± 94,41 545,57 ± 170,07 
626,43 ± 
124,12 
383,25 ± 244,10 
V aplicirane lastne 
plazme z avtotransfuzijo 
(ml) 
448,11 ± 55,40 499,43 ± 73,83 
487,14 ± 
104,96 
290,00 ± 99,32 
Pooperativna mehanska 
ventilacija (ure) 
11,17 ± 1,74 11,86 ± 2,92 12,71 ± 3,12 7,25 ± 2,63 
Dolžina bivanja na enoti 
intenzivne nege (ure) 
159,94 ± 21,37 160,00 ± 44,99 161,71 ± 27,16 156,75 ± 44,37 
Dolžina bivanja v 
bolnišnici (dni) 
14,28 ± 1,82 15,14 ± 3,45 16,43 ± 2,87 9,00 ± 1,08 
 
V tabeli 11 so prikazani posamezni klinični podatki, ki smo jih v tem poglavju primerjali 
s parametri, ki karakterizirajo ZV oz. biološke nanodelce. 
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4.5.1 Korelacija med kliničnimi podatki in z NTA ter pretočno citometrijo 
pridobljenimi rezultati na vzorcih pred ZTKO 
Najprej smo proučili morebitno korelacijo med parametri, izmerjenimi v vzorcih pred 
ZTKO, ki karakterizirajo ZV in biološke nanodelce, ter kliničnimi podatki. Namen teh 
analiz je bil ugotoviti, ali so predoperativno določeni ZV in biološki nanodelci kakor koli 
povezani z značilnostmi bolnika, značilnostmi operativnega posega, laboratorijskimi testi 
ter postoperativnimi podatki. 
 
  
Slika 43: Negativna korelacija med koncentracijo bioloških nanodelcev v vzorcih pred 
ZTKO in ravnjo fibrinogena v krvi ob 2. odvzemu. Konecntracija delcev je bila 
pridobljena z metodo NTA. Pearsonov koeficient korelacije (r), p-vrednost (p), število 
bolnikov (N). 
 
 
Slika 44: Pozitivna korelacija med koncentracijo bioloških nanodelcev v vzorcih pred 
ZTKO in izmetno frakcijo levega prekata oz. LVEF. Konecntracija delcev je bila 
pridobljena z metodo NTA. Pearsonov koeficient korelacije (r), p-vrednost (p), število 
bolnikov (N). 
r = –0,535 
p = 0,0221 
N = 18 
r = 0,490 
p = 0,0390 
N = 18 
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Predoperativno določena koncentracija bioloških nanodelcev v vzorcih pred ZTKO je 
negativno korelirala z intraoperativno določeno ravnjo fibrinogena v krvi (slika 43), 
pozitivno pa je korelirala z izmetno frakcijo levega prekata oz. LVEF (slika 44). 
Povprečna velikost delcev v vzorcih pred ZTKO je pozitivno korelirala z vsebnostjo 
troponina v krvi ob 1. odvzemu (Pearsonov koeficient korelacije = 0,724; p-vrednost = 
0,00343; N=14), prav tako je bila podobna korelacija ugotovljena z nekaterimi drugimi 
parametri, ki opisujejo velikosti zaznanih nanodelcev (modus, D50 vrednost, D90 
vrednost). Z velikostjo nanodelcev v plazmi je pozitivno koreliral tudi indeks telesne 
mase, in sicer z najpogostejšo velikostjo oz. modusom (Pearsonov koeficient korelacije 
= 0,504; p-vrednost = 0,0328; N=18) in D90 vrednostjo (Pearsonov koeficient korelacije 
= 0,484; p-vrednost = 0,0420; N=18). 
Med NTA-parametri in ostalimi kliničnimi podatki statistično značilne linearne korelacije 
nismo dokazali. 
 
Ugotovljena je bila negativna korelacija med z instrumentom Quanta pridobljenim 
številom dogodkov v ZV regiji (in deležem pozitivnih dogodkov v ZV regiji) in ravnjo 
troponina v krvi ob 2. odvzemu krvi (slika 45). Število dogodkov/µl (koncentracija ZV), 
izmerjeno s pretočnim citometrom CytoFLEX, pa je negativno koreliralo z ravnjo 
fibrinogena v krvi ob 1. odvzemu (slika 46). 
Dokazali smo tudi korelacijo med parametri, ki opisujejo ZV, in postoperativnimi 
kliničnimi podatki. Z instrumentom CytoFLEX izmerjena fluorescenca barvanih ZV je 
namreč pozitivno korelirala tako z dolžino bivanja na intenzivni negi (slika 47) kot tudi s 
samo dolžino bivanja v bolnišnici (slika 48). 
 
 
Slika 45:  Negativna korelacija med številom dogodkov v ZV regiji v vzorcih pred ZTKO 
in ravnjo troponina v krvi ob 2. odvzemu. Število dogodkov v ZV regiji je bilo pridobljeno 
s pretočnim citometrom Quanta. Pearsonov koeficient korelacije (r), p-vrednost (p), 
število bolnikov (N). 
r = –0,491 
p = 0,0386 
N = 18 
80 
 
 
Slika 46: Negativna korelacija med povprečno maksimalno višino signala fluorescence 
v vzorcih pred ZTKO in ravnjo fibrinogena v krvi ob 1. odvzemu. Povprečna maksimalna 
višina signala fluorescence je bila pridobljena s pretočnim citometrom CytoFLEX. 
Pearsonov koeficient korelacije (r), p-vrednost (p), število bolnikov (N). 
 
 
 
Slika 47: Pozitivna korelacija med povprečno maksimalno višino signala fluorescence v 
vzorcih pred ZTKO in dolžino bivanja na enoti intenzivne nege. Povprečna maksimalna 
višina signala fluorescence je bila pridobljena s pretočnim citometrom CytoFLEX. 
Pearsonov koeficient korelacije (r), p-vrednost (p), število bolnikov (N). 
 
r = –0,501 
p = 0,0403 
N = 17 
r = 0,502 
p = 0,0398 
N = 17 
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Slika 48: Pozitivna korelacija med povprečno maksimalno višino signala fluorescence v 
vzorcih pred ZTKO in dolžino bivanja v bolnišnici. Povprečna maksimalna višina signala 
fluorescence je bila pridobljena s pretočnim citometrom CytoFLEX. Pearsonov koeficient 
korelacije (r), p-vrednost (p), število bolnikov (N). 
 
S pretočno citometrijo določeni parametri, ki opisujejo raven ZV v vzorcih, niso korelirali 
z nobenim od analiziranih predoperativnih kliničnih podatkov: spolom, starostjo, višino, 
težo, indeksom telesne mase, telesno površino, ASA klasifikacijo fizičnega statusa 
bolnika, oceno tveganja smrti po operaciji po evropskem sistemu EuroSCORE-2 in 
izmetno frakcijo levega prekata oz. LVEF. Prav tako ni bilo ugotovljene korelacije med 
parametri pretočne citometrije, ki opisujejo ZV v predoperativnih vzorcih, in med dolžino 
ZTKO, stopnjo hemolize, ravnjo LDL in HDL, volumnom intraoperativno aplicirane 
sveže zmrznjene plazme ter volumnom aplicirane lastne plazme z avtotransfuzijo. 
4.5.2 Korelacija med kliničnimi podatki in z NTA ter pretočno citometrijo 
pridobljenimi rezultati na vzorcih po ZTKO oz. relativnimi spremembami (po 
ZTKO glede na stanje pred ZTKO) 
Potem ko smo preverili, kako so s kliničnimi podatki povezani parametri, ki opisujejo ZV 
oz. biološke nanodelce v vzorcih pred ZTKO, smo analizirali še morebitno korelacijo 
kliničnih podatkov z rezultati meritev na vzorcih po ZTKO in RS v merjenih parametrih 
(po ZTKO glede na stanje pred ZTKO). 
Z ZTKO povzročena relativna sprememba v parametrih, ki govorijo o velikosti ZV oz. 
bioloških nanodelcev v plazmi (povprečna velikost, modus, D50, D90), je negativno 
korelirala z indeksom telesne mase (slika 49). S povprečno velikostjo, modusom in D50 
vrednostjo je negativno korelirala tudi telesna teža pacientov.  
S spremembami v povprečni velikosti, modusu in vrednostih D50 in D90 je negativno 
korelirala tudi raven troponina ob 1. odvzemu krvi. Korelacija med predoperativno ravnjo 
troponina in relativno spremembo v povprečni velikosti delcev je prikazana na sliki 50.  
r = 0,538 
p = 0,0260 
N = 17 
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Stopnja hemolize ob 1. odvzemu je pozitivno korelirala z velikostjo delcev v vzorcih po 
ZTKO (najpogostejša velikost oz. modus), kar je prikazano na sliki 51. 
Raven fibrinogena ob 1. odvzemu krvi je negativno korelirala s koncentracijo delcev v 
plazmi vzorcev po ZTKO (Pearsonov koeficient korelacije = –0,0482; p-vrednost = 
0,0430; N = 18).  
 
 
Slika 49: Negativna korelacija med indeksom telesne mase in relativno spremembo v 
povprečni velikosti delcev po ZTKO glede na stanje pred ZTKO. Povprečna velikost 
delcev je bila pridobljena z metodo NTA. Pearsonov koeficient korelacije (r), p-vrednost 
(p), število bolnikov (N).  
 
 
 
Slika 50: Negativna korelacija med ravnjo troponina ob 1. odvzemu krvi in relativno 
spremembo v povprečni velikosti delcev po ZTKO glede na stanje pred ZTKO. 
Povprečna velikost delcev je bila pridobljena z metodo NTA. Pearsonov koeficient 
korelacije (r), p-vrednost (p), število bolnikov (N). 
 
r = –0,521 
p = 0,0266 
N = 18 
r = –0,714 
p = 0,00414 
N = 14 
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Slika 51: Pozitivna korelacija med stopnjo hemolize ob 1. odvzemu in najpogostejšo 
velikostjo delcev (modus) v vzorcih po ZTKO. Modus je bil pridobljen z metodo NTA. 
Pearsonov koeficient korelacije (r), p-vrednost (p), število bolnikov (N). 
 
S pretočnim citometrom CytoFLEX izmerjena koncentracija ZV v vzorcih po ZTKO je 
negativno korelirala s starostjo pacientov (Pearsonov koeficient korelacije = –0,586; p-
vrednost = 0,0105; N = 18) in indeksom telesne mase (Pearsonov koeficient korelacije = 
–0,530; p-vrednost = 0,0238; N = 18), medtem ko je pozitivno korelirala z višino bolnikov 
(Pearsonov koeficient korelacije = 0,505; p-vrednost = 0,0326; N = 18).  
Pri bolnikih moškega spola je bilo povečanje vsebnosti ZV večje, kar je razvidno iz 
prikaza povprečnih relativnih sprememb v številu dogodkov/µl in številu dogodkov v ZV 
regiji na sliki 52. 
Z relativno spremembo v številu dogodkov/µl (Quanta) je negativno koreliral tudi klinični 
podatek o telesni površini bolnika (Pearsonov koeficient korelacije = –0,487; p-vrednost 
=  0,0402; N = 18). 
ASA klasifikacija fizičnega statusa bolnika je povezana s fluorescenco ZV v vzorcih, 
odvzetih po ZTKO. Pozitivna korelacija je bila ugotovljena tako s povprečno intenziteto 
fluorescence (Quanta – Pearsonov koeficient korelacije = 0,505; p-vrednost = 0,0327, N 
= 18) kot tudi s povprečno maksimalno višino signala fluorescence (CytoFLEX – 
Pearsonov koeficient korelacije = 0,502; p-vrednost = 0,0337; N = 18). Fluorescenca v 
po ZTKO vzorcih bolnikov, ki so bili po ASA klasifikaciji v razredu 3, je bila nižja v 
primerjavi z vzorci bolnikov, ki so bili v ASA razredu 4 (slika 53). Pri interpretaciji slike 
53 opozarjamo, da gre za dva različna parametra, pridobljena na različnih instrumentih, 
zato primerjava absolutnih vrednosti ni možna. Namen prikaza je le razlika med ASA 
razredom 3 in 4 znotraj enega parametra. 
S pretočnim citometrom Quanta izmerjena povprečna intenziteta fluorescence je 
korelirala tako z dolžino bivanja na intenzivni negi (Pearsonov koeficient korelacije = 
0,521; p-vrednost = 0,0266; N = 18) kot tudi z bivanjem v bolnišnici (Pearsonov 
koeficient korelacije = 0,560; p-vrednost = 0,0155; N = 18). Slednja korelacija je 
r = 0,523 
p = 0,0374 
N = 16 
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prikazana na sliki 54. Tudi s pretočnim citometrom CytoFLEX pridobljen podatek o 
fluorescenci je koreliral z dolžino bivanja v bolnišnici (Pearsonov koeficient korelacije = 
0,477; p-vrednost = 0,0454; N = 18).  
 
 
Slika 52: Povprečne relativne spremembe (± SEM) po ZTKO (glede na stanje pred 
ZTKO) v številu dogodkov/µl in številu dogodkov v ZV regiji za bolnike moškega in 
ženskega spola. Analiza je bila narejena s pretočnim citometrom Quanta. 
 
  
 
Slika 53: Povprečne vrednosti fluorescence (± SEM) v vzorcih po ZTKO za bolnike 
razreda 3 (N = 14) in razreda 4 (N = 4) ASA klasifikacije. Povprečna intenziteta 
fluorescence je bila pridobljena s pretočnim citometrom Quanta, povprečna maksimalna 
višina signala fluorescence pa s pretočnim citometrom CytoFLEX. 
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Slika 54: Pozitivna korelacija med povprečno intenziteto fluorescence vzorcev po ZTKO 
in dolžino bivanja v bolnišnici. Povprečna intenziteta fluorescence je bila pridobljena s 
pretočnim citometrom Quanta. Pearsonov koeficient korelacije (r), p-vrednost (p), število 
bolnikov (N). 
 
Relativna sprememba v številu dogodkov v ZV regiji (oz. v deležu števila dogodkov v 
ZV regiji) je negativno korelirala s hemolizo ob prvem odvzemu krvi (slika 55).  
Z relativno spremembo v koncentraciji ZV (število dogodkov/µl, CytoFLEX) je 
negativno korelirala vsebnost HDL ob 1. odvzemu krvi, kar je prikazano na sliki 56.  
Relativna sprememba v z instrumentom Quanta pridobljenih parametrih, ki opisujejo 
raven ZV v vzorcu (število dogodkov v ZV regiji, delež dogodkov v ZV regiji in število 
dogodkov/µl), je pozitivno korelirala z ravnjo troponina v krvi ob 2. odvzemu (slika 57).  
 
 
Slika 55: Negativna korelacija med hemolizo ob 1. odvzemu in relativno spremembo v 
številu dogodkov v ZV regiji po ZTKO glede na stanje pred ZTKO. Število dogodkov v 
ZV regiji je bilo pridobljeno s pretočnim citometrom Quanta. Pearsonov koeficient 
korelacije (r), p-vrednost (p), število bolnikov (N). 
r = 0,560 
p = 0,0155 
N = 18 
r = –0,584 
p = 0,0176 
N = 16 
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Slika 56: Negativna korelacija med ravnjo HDL ob 1. odvzemu in relativno spremembo 
v številu dogodkov/µl po ZTKO glede na stanje pred ZTKO. Število dogodkov/µl je bilo 
pridobljeno s pretočnim citometrom CytoFLEX. Pearsonov koeficient korelacije (r), p-
vrednost (p), število bolnikov (N). 
 
 
 
Slika 57: Pozitivna korelacija med relativno spremembo v številu dogodkov/µl po ZTKO 
glede na stanje pred ZTKO in ravnjo troponina ob 2. odvzemu. Število dogodkov/µl je 
bilo pridobljeno s pretočnim citometrom CytoFLEX. Pearsonov koeficient korelacije (r), 
p-vrednost (p), število bolnikov (N). 
 
  
r = –0,576 
p = 0,0156 
N = 17 
r = 0,597 
p = 0,00894 
N = 18 
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4.5.3 Korelacija med pooperativno mehansko ventilacijo in z NTA ter pretočno 
citometrijo pridobljenimi rezultati 
V ločeni analizi smo obravnavali povezanost dolžine pooperativne mehanske ventilacije 
(v nadaljevanju PMV) in z NTA ter pretočno citometrijo izmerjenih vrednosti. 
Ugotovljena je bila korelacija med PMV in z NTA pridobljenimi rezultati, ki govorijo o 
velikosti bioloških nanodelcev oz. ZV. 
 
PMV je pozitivno korelirala s predoperativno (vzorci pred ZTKO) določenimi parametri, 
ki so:  
 povprečna velikost (Pearsonov koeficient korelacije = 0,562, p-vrednost = 0,0150, 
N = 18; slika 58),  
 najpogostejša velikost/modus (Pearsonov koeficient korelacije = 0,489, p-
vrednost = 0,0391, N = 18),  
 D10 vrednost (Pearsonov koeficient korelacije = 0,526, p-vrednost = 0,0248, N = 
18),  
 D50 vrednost (Pearsonov koeficient korelacije = 0,713, p-vrednost = 0,000691, N 
= 18). 
 
Ugotovljena pa je bila tudi negativna korelacija med z ZTKO povzročenimi relativnimi 
spremembami v parametrih D10  (Pearsonov koeficient korelacije = –0,472, p-vrednost 
= 0,0472, N = 18) in D50 (Pearsonov koeficient korelacije = –0,534, p-vrednost = 0,0223, 
N = 18) ter PMV. Slednja korelacija je prikazana na sliki 59. 
Korelacije med PMV in parametri pretočne citometrije nismo dokazali. 
 
 
Slika 58: Pozitivna korelacija med povprečno velikostjo delcev v vzorcih pred ZTKO in 
dolžino pooperativne mehanske ventilacije. Povprečna velikost delcev je bila pridobljena 
z metodo NTA. Pearsonov koeficient korelacije (r), p-vrednost (p), število bolnikov (N). 
 
r = 0,562 
p = 0,0150 
N = 18 
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Slika 59: Negativna korelacija med relativno spremembo v D50 vrednosti po ZTKO 
glede na stanje pred ZTKO in dolžino pooperativne mehanske ventilacije. D50 vrednost 
je bila pridobljena z metodo NTA. Pearsonov koeficient korelacije (r), p-vrednost (p), 
število bolnikov (N). 
  
r = –0,534 
p = 0,0223 
N = 18 
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5 Razprava 
5.1 Analiza ZV z NTA 
Preliminarna analiza vzorcev z NTA je služila kot neke vrste priprava na karakterizacijo 
s pretočno citometrijo. Z NTA pridobljenimi rezultati smo dobili začetni vtis o tem, 
kakšni so naši vzorci glede na koncentracijo in velikost delcev. Vizualizacija vzorca 
omogoča tudi edinstven vpogled v kvaliteto vzorca, npr. v prisotnost aglomeratov [143], 
ki so ob analizi vzorca z instrumentom Nanosight NS300 jasno vidni.  
Antigen CD63 je splošen označevalec za zunajcelične vezikle [126], zlasti za eksosome 
[144]. Omejitve študije so omogočale analizo s protitelesi proti CD63 označenih ZV v 
vzorcih le na enem bolniku. Za gotove zaključke bi morali CD63-pozitivne delce 
analizirati na več vzorcih, vendar lahko vseeno sklepamo, da se velikost ZV po ZTKO v 
plazmi kardiopacientov poveča. Glede na ujemanje porazdelitve velikosti delcev z 
neoznačenimi vzorci sklepamo tudi, da so informacije o velikosti, pridobljene med študijo 
na neoznačenih vzorcih, reprezentativne ne samo za vse biološke nanodelce v plazmi, 
temveč tudi konkretno za zunajcelične vezikle. 
Kin-Shing in sodelavci sicer niso opazili povečanja velikosti eksosomov po ZTKO, 
vendar je šlo pri njihovi študiji za analizo z metodo dinamičnega sipanja svetlobe [145]. 
Ostalih študij, ki bi proučevale spremembo porazdelitve velikosti zunajceličnih veziklov 
po operaciji z ZTKO, v literaturi nismo zasledili. 
5.2 Analiza ZV z metodo pretočne citometrije 
Po zgledu Graya in sodelavcev, ki so proučevali metodo označevanja ZV s kalceinom 
AM [135], nam je bilo določanje avtofluorescence vzorcev v kombinaciji s kontrolo 
slepega vzorca v pomoč pri določitvi pragov regij za meritve s pretočnim citometrom in 
pri izbiri ustrezne električne napetosti. Za relevantnost rezultatov študije smo morali 
dokazati, da je avtofluorescenca samih vzorcev (brez dodanega barvila) zanemarljiva in 
da je tako zaznana fluorescenca dejansko posledica s kalceinom obarvanih zunajceličnih 
veziklov. 
Avtofluorescenca je intrinzičen parameter bioloških tkiv in celic. Avtofluorescenca krvi 
je prisotna pretežno v UV območju, intrinzična fluorescenca krvnih proteinov pa je 
določena s fluorescenčnimi aminokislinami – triptofani, tirozini in fenilalanini. Vrhovi v 
fluorescenčnem spektru krvi se nahajajo v območju 300–700 nm in so odvisni od 
ekscitacijske valovne dolžine. Pri valovni dolžini ekscitacije 420 nm ima spekter 
fluorescence človeške plazme vrh pri 461 nm [146]. V neki meri smo tako torej 
pričakovali zaznan signal avtofluorescence na FL1 kanalu pretočnega citometra, ki pa se 
je izkazal za dovolj šibkega, da smo lahko fluorescenco, zaznano po barvanju s kalceinom 
v prihodnjih poskusih, pripisali označenim zunajceličnim veziklom. Ocena 
avtofluorescence vzorca je še posebej pomembna v primerih, ko je frekvenca pojavnosti 
ZV v vzorcu nizka in je težje ločiti signal posameznih ZV od ozadja [147].  
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Na podlagi kontrolnih poskusov smo na točkovnem diagramu pretočne citometrije 
določili ZV vsebujočo regijo, ki smo jo ločili od ozadja. S kontrolnimi poskusi smo se 
prepričali, da je fluorescenca, ki jo zaznamo pri analizi naših vzorcev, posledica 
prisotnosti ZV in ne izhaja iz kakšne druge komponente v vzorcu. Prav tako smo uspešno 
izključili možnost, da bi že sam nebarvan vzorec povzročal fluorescenco, kar bi motilo 
rezultate študije. 
Za potrditev ustreznosti protokola za pripravo vzorcev na analizo ZV s pretočno 
citometrijo smo izvedli poskus z dodatkom detergenta Triton X-100, ki povzroči lizo 
fosfolipidnega dvosloja membrane ZV [141]. Tretiranje z detergentom, kot je Triton X-
100, je metoda za razlikovanje zunajceličnih veziklov od proteinskih agregatov in številni 
avtorji so uporabili dodatek detergenta za lizo membrane vezikularnih izolatov v različnih 
študijah [148]. 
Namen tega poskusa je bil preveriti specifičnost kalceina za intaktne ZV. Naši rezultati 
dokazujejo, da smo z našim protokolom za pripravo, barvanje in analizo vzorcev s 
pretočno citometrijo res detektirali zunajcelične vezikle, zato je ta protokol ustrezen za 
nadaljnjo analizo ZV v naših vzorcih. 
5.3 Analiza ZV v vzorcih pred ZTKO 
5.3.1 Analiza ZV v vzorcih pred ZTKO z NTA 
Ker z NTA pridobljeni parametri opisujejo vse biološke nanodelce v vzorcu, se pri analizi 
ZV z NTA svetuje še istočasna kvantifikacija ne-ZV komponent, kot so lipoproteini 
[103]. Z NTA izmerjene vrednosti na vzorcih pred ZTKO sicer niso korelirale z LDL in 
HDL v vzorcih, vendar gre pri LDL in HDL za manjše lipoproteine (do 25 nm [31]), 
katerih velikost je na skrajni spodnji meji obsega detekcije z instrumentom NanoSight 
NS300. Zanimivo bi bilo preveriti korelacijo med z NTA pridobljenimi parametri in 
ravnjo VLDL (merijo okrog 60 nm [31]) oz. hilomikronov (merijo od 200 do 600 nm 
[31]), katerih velikost sovpada z velikostnim razredom naših rezultatov. Ti podatki nam 
sicer niso bili dostopni, bi pa za prihodnje študije karakterizacije ZV z NTA svetovali 
sočasno merjenje vseh lipoproteinov v krvi, ne samo LDL in HDL. 
Določali smo tudi celokupno vsebnost proteinov, ki lahko tudi vplivajo na meritve z NTA. 
Pozitivna korelacija med z NTA določeno koncentracijo delcev in celokupnimi 
plazemskimi proteini nakazuje na dejstvo, da na predoperativno koncentracijo bioloških 
nanodelcev v plazmi bolj vpliva koncentracija celokupnih proteinov kot raven 
lipoproteinov LDL ter HDL. 
5.3.2 Analiza ZV v vzorcih pred ZTKO s pretočno citometrijo 
Začetne vrednosti ravni ZV v vzorcih med pacienti so se močno razlikovale. Najprej nas 
je zanimalo, ali so vrednosti fluorescence, pridobljene z obema instrumentoma, 
primerljive. Pri instrumentu Quanta gre za povprečno intenziteto fluorescence, pri 
instrumentu CytoFLEX pa za povprečno maksimalno višino signala fluorescence. 
Preverili smo tudi primerljivost parametrov, ki opisujejo število pozitivnih dogodkov. Pri 
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pretočnem citometru Quanta smo v osnovi operirali s številom dogodkov v izbrani regiji, 
ki smo jo označili za regijo z ZV (število pozitivnih dogodkov je tu podano na število 
vseh zaznanih dogodkov ne glede na regijo, kar je bilo pri vseh meritvah enako). Iz 
podatkov o številu dogodkov v ZV regiji, hitrosti pretoka in časa merjenja smo izračunali 
tudi število dogodkov/µl. Pogost način prikaza ravni zunajceličnih veziklov v vzorcu pa 
je tudi delež pozitivnih dogodkov oz. delež dogodkov v ZV regiji glede na vse zaznane 
delce [149] in rezultate meritev s pretočnim citometrom Quanta smo podali tudi na ta 
način. Pri pretočnem citometru Quanta je šlo za metodo s predhodno vezavo ZV na 
lateksne kroglice. Eno lateksno kroglico, na katero je lahko bilo vezanih tudi več ZV, je 
tako pretočni citometer Quanta zaznal kot en dogodek. Jasno je, da v tem primeru podatka 
o številu dogodkov ne moremo neposredno povezovati s koncentracijo ZV v vzorcih. O 
koncentraciji pa lahko govorimo pri podatkih, pridobljenih s pretočnim citometrom 
CytoFLEX. Tu je šlo za neposredno detekcijo ZV (brez vezave na kroglice), pri čemer en 
dogodek pomeni en ZV. Število dogodkov, izmerjeno z instrumentom CytoFLEX, je že 
izhodiščno podano na volumensko enoto - µl. 
Analiza statistične korelacije je pokazala, da vsi s pretočno citometrijo pridobljeni 
parametri naraščajo skupaj. Ta korelacija je pokazatelj zanesljivosti obeh instrumentov in 
dodatna potrditev relevance rezultatov naše študije. Na podlagi korelacije med povprečno 
fluorescenco in številom dogodkov sklepamo, da je bila intenziteta fluorescence 
posameznih obarvanih ZV bolj ali manj konstantna pri vseh vzorcih, kar kaže na to, da 
so bili ZV v vzorcih pred ZTKO podobnih velikosti oziroma so imeli podobno esterazno 
aktivnost. 
Količina fluorescenčne svetlobe na detektorju pretočnega citometra je odvisna od 
karakteristik instrumenta, moči emisije fluorofora in od števila fluorescenčnih molekul, 
ki svetijo [150]. Pri analizi naših vzorcev je šlo za povprečno intenziteto zaznane 
fluorescence, ki je bila verjetno v veliki meri odvisna od esterazne aktivnosti v ZV 
posameznih bolnikov.  
Zelo visoka korelacija števila dogodkov v ZV regiji, števila dogodkov/µl in deleža 
pozitivnih dogodkov (parametri, pridobljeni z instrumentom Quanta) je bila pričakovana, 
saj gre bolj ali manj le za drugačen prikaz istega podatka. Zanimivo je, da je s številom 
dogodkov/µl, zaznanim z instrumentom Cytoflex, bolj koreliralo z instrumentom Quanta 
pridobljeno število dogodkov in manj (prav tako z instrumentom Quanta pridobljeno) 
število dogodkov/µl. Korelacija med številom dogodkov v ZV regiji, zaznanim z 
instrumentom Quanta, in številom dogodkov/µl, zaznanim z instrumentom Cytoflex, je 
pokazatelj, da analiza ZV s predhodno vezavo na kroglice omogoča vpogled v relativno 
koncentracijo posameznih vzorcev. Porazdelitev vezanih ZV po lateksnih kroglicah je 
bila očitno podobna pri vseh vzorcih. 
5.3.3 Analiza ZV v vzorcih pred ZTKO: korelacija med NTA in pretočno citometrijo  
Glede na negativno korelacijo med številom dogodkov v ZV regiji (pretočni citometer 
Quanta) in z NTA določeno koncentracijo delcev lahko zaključimo, da višje koncentracije 
bioloških nanodelcev v vzorcih vsekakor niso posledica večje vsebnosti ZV v vzorcu. 
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Pozitivna korelacija med številom dogodkov v ZV regiji in D90 vrednostjo nakazuje na 
to, da imajo mikrovezikli vpliv na D90 vrednost, izmerjeno z NTA. To je skladno z 
velikostmi bioloških nanodelcev v krvni plazmi. Slednje se po večini gibajo v območju 
do 60 nm [31, 32, 34, 36] , torej v podobnem velikostnem razredu kot eksosomi. Velikost 
mikroveziklov je večja (od 100 do 1000 nm [42]) in glede na korelacijo z vsebnostjo ZV 
v vzorcih lahko sklepamo, da so bile večje D90 vrednosti, izmerjene z NTA, v največji 
meri posledica večje vsebnosti mikroveziklov v vzorcih. 
Povprečne vrednosti z NTA pridobljenih parametrov so imele nižje SEM kot povprečne 
vrednosti parametrov, ki so bili izmerjeni s pretočno citometrijo. Sklepamo, da je bila 
variacija v celokupni koncentraciji in velikosti vseh bioloških nanodelcev v plazmi med 
bolniki manjša kot variacija v vsebnosti zunajceličnih veziklov in fluorescenci, ki je bila 
posledica njihove esterazne aktivnosti. Izjema je podatek o deležu dogodkov v ZV regiji 
(pretočni citometer Quanta), katerega zelo nizka SEM povprečja namiguje na to, da se 
delež ZV v primerjavi s celotnim naborom bioloških nanodelcev v plazmi giblje v 
približno enakem velikostnem razredu pri vseh bolnikih. 
5.4 Analiza vpliva ZTKO samega in v kombinaciji z zunajtelesno 
imunoabsorpcijo ter metilprednizolonom na ZV 
5.4.1 Analiza vpliva ZTKO z NTA 
Vrednosti parametrov, izmerjenih z NTA, so se močno razlikovale med vzorci pred 
ZTKO in po ZTKO, enako velja za koncentracijo celokupnih proteinov. Že v prejšnjem 
poglavju smo prišli do spoznanja, da z NTA pridobljene vrednosti govorijo o 
koncentraciji in velikosti ne le zunajceličnih veziklov, ampak tudi ostalih bioloških 
nanodelcev v plazmi. Slednji so predvsem proteini [29] in lipoproteini [30]. Glede na 
velikostni razred različnih tipov lipoproteinov [31] bi ti lahko vplivali na koncentracijo 
in velikost delcev, ki smo ju izmerili z NTA. Večina proteinov pa je v velikostnem razredu 
pod 10 nm [151], na podlagi česar sklepamo, da posamezne makromolekule proteinov 
niso vplivale na meritve z NTA. Je pa z NTA možna detekcija proteinskih agregatov 
[152], ki bi lahko nastali med postopki vzorčenja, shranjevanja, priprave in analize 
vzorcev. 
Koncentracija bioloških nanodelcev in celokupna vsebnost plazemskih proteinov sta se 
po ZTKO statistično značilno zmanjšali. Ta ugotovitev je v skladu z literaturo, v kateri 
so z različnimi metodami ugotovili nižje vrednosti proteinov in lipoproteinov po ZTKO. 
Veliko študij se osredotoča na proučevanje vsebnosti C-reaktivnega proteina (premer 
prečnega preseka pentametra ~10 nm [153]) v odnosu z zunajtelesnim krvnim obtokom 
[154, 155]. Raven CRP med ZTKO pade in se nato drastično poviša v postoperativnem 
obdobju [155]. Lull in sodelavci so s dvodimenzionalno diferencialno elektroforezo na 
gelu ter masno spektroskopijo dokazali tudi statistično značilno zmanjšanje vsebnosti 13 
drugih proteinov v plazmi pacientov, ki so prestali operacijo z ZTKO [156]. Rahlo 
znižanje vrednosti hematokrita med ZTKO razkriva možnost, da na znižanje 
koncentracije proteinov po ZTKO vpliva hemodilucija [156], ki je neizogiben in splošno 
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sprejet ukrep za izogib zapletom med ZTKO [157]. Čeprav lahko vpliva na spremembe 
v proteinih, je malo verjetno, da bi bil padec v koncentraciji v celoti posledica 
hemodilucije [156]. Tudi študije, ki so pridobljene rezultate naknadno popravljale glede 
na izvedeno stopnjo hemodilucije, potrjujejo, da je po popravkih trend zmanjšanja ravni 
proteinov ostal enak, enako pa velja tudi za padec v koncentraciji HDL, LDL in VLDL z 
izjemo lipoproteina (a) [155, 158]. Ob stiku s tujo površino pride do denaturacije 
serumskih proteinov in možno je, da pride do podobnih, z denaturacijo povezanih 
sprememb tudi pri lipoproteinih [158]. Denaturirani proteini so bolj podvrženi razkroju s 
proteazami [159] in adheziji na površine [160], zato bi denaturacija lahko bila eden izmed 
razlogov za zmanjšanje koncentracije plazemskih proteinov. Če so bili prisotni proteinski 
agregati, bi spremembe v proteinih lahko vplivale tudi na spremembo v koncentraciji 
bioloških nanodelcev. 
Koncentracija bioloških nanodelcev v plazmi se je statistično značilno zmanjšala pri vseh 
treh skupinah, vendar je bilo zmanjšanje najbolj izrazito pri skupini s kapsulo. Adsorber 
citokinov CytoSorb® je kapsula, napolnjena z biokompatibilnimi poroznimi polimernimi 
kroglicami, ki adsorbirajo molekule z molekulsko maso v območju približno od 5 do 60 
kDa [23]. Iz krvi dokazano odstrani širok nabor provnetnih in protivnetnih citokinov in 
ostalih vnetnih mediatorjev [161], medtem ko je vpliv na večje proteine z molekulsko 
maso nad 60 kDa (albumin, globulini, nekateri encimi) bistveno manjši, vendar vseeno 
opazen pri uporabi te kapsule za namen terapije jetrnih bolnikov [162]. Pretvorba med 
molekulsko maso v kDa in dimenzijami v nm je kompleksna, lahko pa za predstavo 
navedemo serumski albumin, katerega molekulska masa je 67 kDa [163], medtem ko 
elipsoidna molekula albumina meri 3,8 nm v premer in 15 nm v dolžino [34]. 
Možno je, da je uporaba zunajtelesne imunoadsorpcije dodatno vplivala na zmanjšanje 
vsebnosti proteinov, kar se je pokazalo v izrazitejšem zmanjšanju koncentracije bioloških 
nanodelcev v plazmi, zaznane z NTA. To potrjujejo tudi rezultati merjenja celokupnih 
proteinov, saj je bila celokupna vsebnost proteinov v vzorcih po ZTKO v skupini s 
kapsulo statistično značilno manjša v primerjavi z drugima dvema skupinama. 
V kortikosteroidni skupini bolnikov, ki so prejeli metilprednizolon, je bilo zmanjšanje 
koncentracije bioloških nanodelcev manjše kot v skupini s kapsulo, vendar večje v 
primerjavi s kontrolno skupino. Na podlagi mehanizma delovanja metiprednizolona lahko 
sklepamo, da je ta zdravilna učinkovina dodatno vplivala na zmanjšanje vsebnosti 
plazemskih bioloških nanodelcev preko inhibicije encimov, provnetnih citokinov oz. 
interlevkinov in adhezijskih molekul [164]. Zmanjšanja pa nismo zaznali pri merjenju 
celokupnih plazemskih proteinov. 
Velikost bioloških nanodelcev v plazmi se je po ZTKO statistično značilno povečala. 
Denaturirani proteini so nagnjeni k agregaciji in tvorbi precipitatov, ki bi lahko bili ena 
izmed razlag povečanja povprečne velikosti nanodelcev v plazmi bolnikov po ZTKO. 
Denaturacija proteinskih frakcij lipoproteinov kilomikronov ima za posledice 
kilomikronske agregate in proste lipidne globule v cirkulaciji. Tudi te lipidne embolije so 
lahko zelo velike (celo toliko, da pri pacientih povzročijo okluzijo majhnih žil) [165]. 
Druge embolije v krvi, ki je prešla zunajtelesni krvni obtok, so lahko prav tako biološkega 
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izvora, lahko gre za plinske embolije ali pa tudi tuje mikrodelce, ki so posledica stika krvi 
s tujimi materiali sestavnih delov ZTKO [166]. Z NTA pridobljeni rezultati lahko tako 
morda omogočijo vpogled v prisotnost embolij, katerih proučevanje je zelo pomembno, 
saj so ravno embolije glavni razlog za nevrološke poškodbe po srčnih operacijah [167]. 
Bi pa seveda morali na tak način pridobljene rezultate podrobneje proučiti z izvedbo 
dodatnih analiz, da bi lahko z gotovostjo trdili, da je povečana velikost delcev povezana 
z embolijami, povzročenimi z ZTKO. V prejšnjem poglavju smo dokazali, da je vrednost 
D90 povezana s prisotnostjo mikroveziklov, ugotovljena je bila tudi korelacija med 
relativno spremembo v povprečni intenziteti fluorescence (Quanta) in z D90 
okarakterizirano velikostjo delcev po ZTKO. Večje kot je bilo torej povišanje 
fluorescence (kaže na večje vezikle ali na intenzivnejšo esterazno aktivnost), večji so bili 
delci v vzorcih po ZTKO. Sklepamo lahko, da je bila povprečna velikost ZV v plazmi 
vzorcev po ZTKO večja v primerjavi z vzorci pred ZTKO. To potrjuje tudi poskus analize 
CD63-pozitivnih delcev, ki je pokazal, da se je velikost ZV bolnika po ZTKO povečala. 
Povečanje velikosti ZV po ZTKO bi lahko vplivalo na povečanje D90 vrednosti in 
najverjetneje tudi ostalih parametrov, ki govorijo o velikosti delcev. V študijah, ki 
proučujejo zunajtelesni krvni obtok, so že poročali o fuziji mikroveziklov z ostalimi ZV 
[1], kar bi potencialno lahko vplivalo na povečano velikost zaznanih delcev v plazmi. 
Velikost bioloških nanodelcev v plazmi se je statistično značilno povečala glede na vse 
parametre, povečanje pa je bilo približno enako pri vseh treh skupinah bolnikov. 
Zaključimo lahko, da zunajtelesna imunoadsorpcija s CytoSorb® kapsulo in 
administracija metilprednizolona nista dodatno vplivali na povečanje velikosti bioloških 
nanodelcev v plazmi bolnikov.  
Previdnost je potrebna pri interpretaciji rezultatov merjenja povprečne velikosti in 
vrednosti D90, pri katerih so bile prisotne statistične značilne razlike med skupinami že 
samo pri začetnih vrednostih (pred ZTKO). Bolniki so bili sicer v skupine razdeljeni 
naključno, vendar lahko pri nižjem številu sodelujočih oseb v študiji pride do 
neenakomerne porazdelitve pacientov glede na določen parameter. Kljub temu pa med 
vzorci ni bilo statistično značilne razlike v povprečni velikosti glavne populacije 
bioloških nanodelcev v vzorcih, ki jo pri NTA označuje parameter modus.   
Proučili smo tudi morebitno korelacijo z NTA pridobljenih rezultatov oz. rezultatov 
določanja celokupne vsebnosti proteinov na vzorcih pred ZTKO z rezultati po ZTKO. 
Koncentracija in velikost bioloških nanodelcev oz. proteinov v krvi, ki je prešla ZTKO, 
ni odvisna od začetne koncentracije in velikosti istih molekul v predoperativnih vzorcih 
krvi. 
5.4.2 Analiza vpliva ZTKO z metodo pretočne citometrije 
Pri parametrih, pri katerih je število zaznanih dogodkov oziroma zunajceličnih veziklov 
podano na volumensko enoto (µl), sprememba v vzorcu po ZTKO glede na 
predoperativni vzorec ni bila statistično značilna (ko smo obravnavali vse bolnike skupaj 
ne glede na skupino). Čeprav je bila koncentracija veziklov za  ̴ 30 % višja v vzorcih po 
ZTKO (število dogodkov/µl, CytoFLEX), je bilo to povišanje zaradi velike variabilnosti 
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rezultatov statistično neznačilno. Število dogodkov/µl, pridobljeno s pretočnim 
citometrom Quanta, se po ZTKO ni povečalo – nasprotno, prišlo je do minimalnega 
zmanjšanja. Če pa podamo te rezultate kot število dogodkov v ZV regiji in delež 
dogodkov v ZV regiji, pa je prisotno statistično značilno povišanje ravni ZV po ZTKO. 
To neskladje lahko morda pripišemo učinku hemodilucije, katere rezultat je redčena 
plazma in navidezno manjša koncentracija proučevanih delcev, ko je podana na 
volumensko enoto. To bi pojasnilo, zakaj višja koncentracija ZV v vzorcih po ZTKO pri 
merjenju tega parametra ni prišla do izraza. Pri številu dogodkov v ZV regiji (instrument 
Quanta), kjer je število zaznanih ZV podano glede na število vseh zaznanih dogodkov in 
ni vezano na volumen vzorca, je morda imela hemodilucija manjši vpliv na rezultat. Glede 
na število dogodkov v ZV regiji in z njim tesno povezan delež dogodkov v ZV regiji, ki 
sta se po ZTKO statistično značilno povečala, lahko sklepamo, da se je po ZTKO 
povečala povprečna raven ZV v vzorcih.  
Ti rezultati, ki kažejo na povišanje ZV po ZTKO, so v skladu z ugotovitvami večine študij 
iz literature [1]. V prašičjem modelu ZTKO je bilo opaziti povišanje trombocitnih ZV že 
po 10 minutah pretoka krvi skozi srčno-pljučni obvod [87]. Avtorji Miyamoto in 
sodelavci so pri 12 operiranih srčnih bolnikih z encimsko imunoadsorpcijsko preiskavo 
(angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA) izmerili statistično značilno 
povišanje trombocitnih mikroveziklov, medtem ko s pretočno citometrijo zaznano 
povišanje ni bilo statistično značilno [168]. Poon in sodelavci so ZV proučevali s pretočno 
citometrijo in so v študiji na 21 bolnikih dokazali statistično značilno povečanje ravni ZV 
po ZTKO v primerjavi s predoperativnimi vzorci [145]. Študija avtorja Emanueli in 
sodelavcev je pokazala statistično značilno višjo raven eksosomov po začetku srčno-
pljučnega obvoda v primerjavi s predoperativnimi vzorci [169]. Niso pa vse objavljene 
študije enotne glede povišanja vsebnosti ZV po ZTKO. Wisgrill in sodelavci, ki so ZV 
analizirali s pretočno citometrijo, niso opazili povišanja ravni ZV po ZTKO [170]. Tudi 
v študiji, v kateri so proučevali trombocitne ZV pri 71 pacientih, povišanja zaradi ZTKO 
ni bilo [1].  
Velik izziv na področju proučevanja ZV v kontekstu zunajtelesnega krvnega obtoka 
predstavlja razločevanje med ZV, ki so nastali zaradi bolezni, v primerjavi z ZV, ki sta 
jih povzročila sama struktura in delovanje ZTKO. Visoke strižne sile, ki jim je kri 
izpostavljena med ZTKO, lahko namreč povzročijo povečano sproščanje trombocitnih 
ZV [93], prav tako se lahko sproščanje ZV poveča zaradi oksigenatorjev in črpalk, ki so 
sestavni del ZTKO [1] ali pa zaradi nenačrtovane hipotermije med ZTKO [85, 86].  
Fluorescenca zunajceličnih veziklov v vzorcih plazme, ki je prestala ZTKO, je bila 
statistično značilno manjša v primerjavi s predoperativnimi vzorci. Očitno so generalno 
gledano vzorci po ZTKO manj svetili v primerjavi z vzorci pred ZTKO. Glede na to, da 
vzrok ni bil v zmanjšanju velikosti ZV (slednja se je namreč po ZTKO povečala), bi lahko 
bil vzrok za manjšo fluorescenco v zmanjšani esterazni aktivnosti, ki je potrebna za 
aktivacijo barvila kalcein. To hipotezo potrjuje študija Russlla in sodelavcev, ki so manjšo 
razgradnjo zdravilne učinkovine remifentanila pri pacientih po hipotermičnem ZTKO 
pripisali zmanjšani hidrolitični kapaciteti esteraze pri nižjih temperaturah [171]. Pogosto 
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se med ZTKO temperatura načrtno zniža, pride pa lahko tudi do nenačrtovane hipotermije 
[84]. 
Fluorescenca vzorcev se je zmanjšala v vseh treh skupinah, vendar je bilo zmanjšanje 
fluorescence statistično značilno samo v primeru skupine s kapsulo oz. zunajtelesno 
imunoadsorpcijo.  
Adsorber citokinov CytoSorb® preko hidrofobnih interakcij zadrži molekule velikosti do 
60 kDa [23]. ZV so v velikostnem rangu nad 700 kDa [172], zato nismo pričakovali 
dodatnega vpliva na zmanjšanje vsebnosti ZV v vzorcih. Z instrumentom CytoFLEX smo 
celo izmerili statistično značilno povišanje koncentracije ZV v vzorcih po ZTKO skupine 
s kapsulo v primerjavi s stanjem pred ZTKO, medtem ko pri kontrolni skupini in skupini 
s kortikosteroidi ni bilo statistično značilne spremembe v koncentraciji ZV. Če bi se 
koncentracija ZV v krvi pri bolnikih v skupini s kapsulo znižala, bi lahko sklepali, da so 
se ZV prilepili na tujo površino adsorberja citokinov. Predhodno so avtorji sicer že opazili 
težnjo ZV k adherenci na površino kroglic, ki so sestavni del CytoSorb kapsule [173], 
vendar klinična študija na 18 pacientih avtorja Wisgrill in sodelavcev ni pokazala 
statistično značilnih razlik v ravneh ZV med kontrolno skupino ter skupino s kapsulo 
[170].  
Sklepamo, da je prehod krvi skozi kapsulo na nek način dodatno vplival na zmanjšanje 
esterazne aktivnosti v veziklih, medtem ko je povzročil povišanje koncentracije ZV. 
Študije dokazujejo, da visoki odmerki metilprednizolona zmanjšajo z ZTKO povzročen 
SIRS [19]. Metilprednizolon deluje protivnevno in imunomodulatorno; preko številnih 
signalnih poti zavira vnetne procese. Veže se na glukokortikoidne jedrne receptorje in 
preko njihove aktivacije spremeni izražanje genov. Inhibira NF-Kappa B in ostale vnetne 
transkripcijske faktorje, medtem ko spodbuja izražanje protivnetnih genov, kot je gen za 
interlevkin-10. Metilprednizolon tudi inhibira apoptozo in demarginacijo nevtrofilcev in 
izražanje fosfolipaze A2, kar zmanjša sintezo derivatov arahidonske kisline. Inhibira tudi 
sintezo cikooksigenaze in številnih drugih encimov, provnetnih citokinov oz. 
interlevkinov ter adhezijskih molekul. Poleg tega metilprednizolon zmanjša 
vazodilatacijo in prepustnost kapilar, zmanjša pa tudi migracijo levkocitov na mesta 
vnetja ter sproži diferenciacijo celic [164]. Pri koncentracijah > 10-4 M se lahko 
kortikosteroidi kopičijo v celičnih membranah, spreminjajo fluidnost membran in 
povzročijo spremembe v celičnih funkcijah. Že pri nižjih koncentracijah pa lahko 
vgrajevanje kortikosteroidov v celične membrane vpliva na funkcijo integralnih 
proteinov (npr. ionskih kanalčkov, prenašalnih proteinov in receptorjev) [174]. 
Metilprednizolon inhibira hidrolizo membranskih fosfolipidov preko od receptorja 
neodvisnega mehanizma, ki temelji na antioksidaciji [175].  
Glede na mehanizem protivnetnega delovanja metilprednizolona preko učinka na celice 
(upoštevajoč tesno povezanost vnetnih procesov ter ZV) in njegov učinek na membrane 
(upoštevajoč mehanizem nastanka ZV) smo predvidevali, da bo ZTKO z administracijo 
metilprednizolona na nek način vplival na ZV v krvi. Vendar administracija 1 g 
metilprednizolona med ZTKO ni povzročila statistično značilne spremembe v intenziteti 
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fluorescence vzorcev z barvanimi ZV, prav tako v kortikosteroidni skupini ni bilo 
statistične značilnosti pri povišanju števila dogodkov v ZV regiji oz. števila dogodkov/µl. 
Kljub temu da metilprednizolon ni dodatno vplival na z ZTKO povzročeno spremembo 
ZV, je vplival na končne ravni ZV in končno fluorescenco ZV (vzorci po ZTKO) v 
primerjavi s skupino, ki metilprednizolona ni prejela. 
Pri razumevanju rezultatov, ki karakterizirajo vsebnost ZV v vzorcih po ZTKO, pa je 
treba upoštevati, da so se med skupinami razlikovale že vrednosti, pridobljene na vzorcih 
pred ZTKO. Čeprav te razlike med vzorci pred ZTKO niso bile statistično značilne, bi 
vseeno lahko vplivale na vrednosti po ZTKO, sploh če upoštevamo pozitivno korelacijo 
med rezultati, pridobljenimi po ZTKO in pred njim, ki karakterizirajo ZV. 
Te ugotovitve so pomembne v kontekstu potencialne uporabe ZV kot kliničnih bioloških 
označevalcev. Ključno je, da čim bolj natančno razumemo vse dejavnike, ki med srčno 
operacijo oz. zunajtelesnim krvnim obtokom vplivajo na raven ZV v krvi. Le tako bomo 
v prihodnosti morda lahko suvereni pri povezovanju vsebnosti ZV v krvi s kliničnimi 
zapleti oz. bolezenskimi stanji. 
Preverili smo tudi korelacijo s pretočno citometrijo pridobljenih parametrov na vzorcih 
pred ZTKO z rezultati na vzorcih po ZTKO. Večja kot je bila začetna vsebnost  ZV v 
plazmi, večjo vsebnost lahko pričakujemo v krvi, potem ko preide ZTKO. Raven ZV po 
ZTKO ni odvisna le  od dogajanja med samim zunajtelesnim krvnim obtokom, ampak v 
veliki meri tudi od predoperativne vsebnosti ZV. Prav tako bo pri višjih začetnih 
vsebnostih ZV povišanje po ZTKO manjše kot pri nižjih začetnih ravneh ZV. 
5.4.3 Analiza z ZTKO povzročenih relativnih sprememb v merjenih parametrih 
Analiza standardnih napak povprečja pokaže, da so z ZTKO povzročene spremembe med 
posameznimi pacienti bistveno bolj variirale pri parametrih, pridobljenih s pretočno 
citometrijo, ki karakterizirajo zunajcelične vezikle. Relativne spremembe po ZTKO so 
manj variirale pri z NTA pridobljenih parametrih in pri celokupnih plazemskih proteinih. 
Trend spremembe ravni ZV ni bil enak pri vseh pacientih, medtem ko je velikost bioloških 
nanodelcev oz. ZV po ZTKO narasla pri vseh pacientih. 
Zunajtelesna imunoadsorpcija in administracija kortikosteroidov nista dodatno vplivali 
na povprečno vrednost relativnih sprememb v parametrih, ki opisujejo raven ter 
fluorescenco ZV v vzorcih. Sta pa zunajtelesna imunoadsorpcija in administracija 
kortikosteroidov dodatno vplivali na z ZTKO povzročeno povečanje velikosti bioloških 
nanodelcev oz. ZV v plazmi (višja relativna sprememba v povprečni velikosti in D90 v 
primerjavi s kontrolno skupino). Ker pa so bile v povprečni velikosti in D90 vrednosti 
statistično značilne razlike med skupinami že v vzorcih pred ZTKO, te razlike v RS ne 
moremo pripisati zunajtelesni imunoadsorpciji oziroma metilprednizolonu. 
Visoke relativne spremembe v D10 vrednosti kažejo na to, da so bili manjši nanodelci v 
plazmi bolj podvrženi z ZTKO povzročenim spremembam, ki so vplivale na velikost 
posameznih delcev.  
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5.4.4 Vpliv bolnikov, ki so bili izključeni iz študije 
Med izdelavo magistrskega dela smo se želeli dotakniti še problematike majhnih skupin 
preiskovancev. Za primer vzemimo povprečno intenziteto fluorescence, ki smo jo izmerili 
s pretočnim citometrom Quanta. Povprečne vrednosti relativnih sprememb v tem 
parametru se razlikujejo do te mere, da je sprememba v kontrolni skupini pozitivna, 
medtem ko povprečje relativnih sprememb pri ostalih dveh skupinah kaže na zmanjšanje 
fluorescence. Pri podrobnejši analizi smo ugotovili, da je bil pri kontrolni skupini 
odločilen en bolnik, ki je z ogromnim povečanjem fluoroscence po ZTKO izstopal od 
ostalih pacientov v tej skupini. Ta bolnik je bil eden izmed 5 bolnikov, ki so bili naknadno 
izključeni iz primarne študije zaradi kirurških komplikacij, odprtega prsnega koša, 
pooperativne kirurške krvavitve, tamponade s hematotoraksom in nepravilne 
randomizacije. Odločili smo se, da bomo zaradi majhnega števila bolnikov obdržali tudi 
vzorce teh 5 bolnikov in jim posvetili dodatno pozornost pri analizi rezultatov. 
Ovrednotenje izključenih bolnikov je med drugim oteževalo tudi dejstvo, da so bili 
razlogi za izključitev različne narave, kar bi lahko vplivalo na rezultate. 
Za namen analize relativnih sprememb smo bolnike segmentirali glede na odstopanja oz. 
izključitev iz študije. Ločeno smo obravnavali bolnika, ki je pri fluorescenci najbolj 
odstopal, v drugo kategorijo smo vključili ostale bolnike, ki so bili izključeni iz študije, v 
tretji skupini pa so bili bolniki, pri katerih zapletov ni bilo in iz študije niso bili izključeni. 
Ugotovili smo, da pri z NTA določeni koncentraciji delcev, z NTA določeni povprečni 
velikosti delcev in celokupnih plazemskih proteinih relativne razlike med temi na novo 
ustvarjenimi skupinami bolnikov ni velikih sprememb. Največje spremembe so pri s 
pretočno citometrijo pridobljenih parametrih (fluorescenca in število dogodkov), kjer en 
bolnik s svojo relativno spremembo res izstopa in je s tem tudi razlog za odstopanja med 
posameznimi skupinami (kontrola, kapsula, kortikosteroidi). 
Če bi iz analize izločili vse bolnike, ki so bili izključeni iz primarne študije, bi bil trend 
pri določenih parametrih znotraj skupin enak. Koncentracija ZV (CytoFLEX) bi se npr. 
povečala pri vseh bolnikih v skupini s kapsulo in kortikosteroidni skupini, medtem ko bi 
odziv pri kontrolni skupini ostal zelo različen tudi ob izločitvi izključenih bolnikov. 
Intenziteta  fluorescence bi se zmanjšala pri vseh bolnikih v skupini s kapsulo (velja tako 
za instrument Quanta kot CytoFLEX), medtem ko se je fluorescenca povečala enemu 
bolniku v kontrolni skupini in enemu oz. dvema bolnikoma v kortikosterodini skupini, 
S to analizo smo potrdili, kako pomemben je vsak posamezen rezultat pri študiji z 
manjšim številom bolnikov in kako odločilno lahko vsak posamezen rezultat vpliva na 
variabilnost rezultatov in navsezadnje na zaključke. Po drugi strani pa vsak bolnik poveča 
število preiskovancev in s tem zanesljivost statističnih analiz. Ločena analiza bolnikov, 
ki so bili iz primarne študije izključeni, je presegala okvirje magistrskega dela,  
vendar bi bila v prihodnjih študijah vsekakor smiselna za dodatno ovrednotenje rezultatov 
in boljše razumevanje vpliva ZTKO na ZV.  
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5.5 Korelacija med ZV in kliničnimi podatki 
5.5.1 Korelacija med kliničnimi podatki in z NTA ter pretočno citometrijo 
pridobljenimi rezultati na vzorcih pred ZTKO 
Negativne korelacije med koncentracijo nanodelcev v plazmi in intraoperativno določeno 
ravnjo fibrinogena v krvi nismo predvideli. Glede na pozitivno korelacijo koncentracije 
delcev in celokupnih plazemskih proteinov ter dejstvo, da je fibrinogen najpogostejši 
koagulacijski faktor v krvi [29], bi prej pričakovali, da bo korelacija med z NTA 
izmerjeno koncentracijo delcev in vsebnostjo fibrinogena pozitivna. 
Koncentracija bioloških nanodelcev v plazmi pa je pozitivno korelirala z izmetno frakcijo 
levega prekata oz. LVEF. LVEF predstavlja delež volumna krvi, ki se nahaja v prekatu 
na začetku sistole, v primerjavi z volumnom krvi, ki ostane v prekatu po koncu diastole. 
LVEF govori o sistolni funkciji levega prekata in je merilo deleža krvi, ki jo levi prekat 
iztisne z vsakim srčnim utripom [176]. Dokazali smo, da z NTA določena koncentracija 
delcev v plazmi korelira s celokupno vsebnostjo proteinov, zato si lahko korelacijo z 
LVEF razlagamo v kontekstu povezave med LVEF vrednostjo in vsebnostjo proteinov v 
plazmi. Dokazano je bilo, da raven nekaterih proteinov v plazmi pozitivno korelira z 
LVEF, medtem ko nekateri drugi proteini z LVEF korelirajo negativno [177] ali pa sploh 
ne [178]. Zanimivo je, da so Hamilton in sodelavci v svoji študiji dokazali, da povišane 
vsebnosti kardialnega troponina-I v plazmi napovedujejo sistolno disfunkcijo levega 
prekata [179], medtem ko pri naših vzorcih ni bilo linearne korelacije med ravnjo 
troponina ter LVEF. Za boljše razumevanje ozadja pozitivne korelacije med z NTA 
določeno koncentracijo delcev in LVEF bi bilo treba najprej podrobneje analizirati naravo 
delcev, ki jih je zaznal instrument Nanosight NS300. Celokupna koncentracija delcev je 
namreč zelo širok parameter, ki bi ga bilo treba dalje proteomsko proučiti za boljše 
razumevanje spremenjene izmetne frakcije levega prekata. 
Velikost delcev je pozitivno korelirala z ravnjo troponina v krvi. Analiza troponina z 
elektronsko mikroskopijo, ki so jo izvedli avtorji Ohtsuki, Onoyama in Shiraishi, je 
pokazala, da gre za molekule, ki v nobeni osi ne presegajo 20 nm. V vzorcih, pri katerih 
je šlo za dlje časa shranjen troponin, so bile velikosti nekoliko višje, vendar niso presegale 
30 nm [180]. Sama povišana vsebnost tega proteina, upoštevajoč velikostni razred 
proučevanih delcev, tako ni mogla vplivati na večje povprečne velikosti delcev v plazmi. 
Kardialna troponina T in I sta glavna biokemijska označevalca za miokardni infarkt [181] 
ter sta tudi indikatorja poškodbe srčne mišice [182], odpovedi srca, miokarditisa in 
nekaterih drugih kardiovaskularnih bolezenskih stanj [183]. Sklepamo, da gre za 
posredno korelacijo. Vnetje oziroma neko drugo fiziološko dogajanje je bilo morda 
spremljano s povečanimi ravnmi troponina 1, hkrati pa so se ob spremembah v telesu 
verjetno odvijali številni drugi mehanizmi na bionano ravni, ki so privedli do pojavnosti 
večjih molekul (morda agregatov) v plazmi. To bi pojasnilo večje povprečne velikosti z 
NTA zaznanih delcev. Z velikostjo delcev pa je pozitivno koreliral tudi indeks telesne 
mase. Študije dokazujejo, da pri posameznikih, ki trpijo za debelostjo, indeks telesne 
mase pozitivno korelira z agregacijo trombocitov [184] in eritrocitov [185]. Taki agregati 
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sicer ne bi mogli prispevati k povečanju velikosti bioloških nanodelcev v krvi, ker smo 
jih v procesu priprave odstranili in so za analizo z NTA preveliki, bi pa taka agregacija 
morda bila spremljana z dodatnimi biološkimi procesi, katerih rezultat bi lahko bil večja 
velikost bioloških nanodelcev v krvi. 
Korelacije med s pretočno citometrijo pridobljenimi parametri in predoperativnimi 
kliničnimi podatki (spol, starost, višina, teža, indeks telesne mase, telesna površina, ASA 
klasifikacija fizičnega statusa bolnika, ocena tveganja smrti po operaciji po evropskem 
sistemu EuroSCORE-2 in izmetna frakcija levega prekata oz. LVEF) nismo dokazali. 
Glede na patofiziološko vlogo zunajceličnih veziklov pri razvoju številnih 
kardiovaskularnih bolezni [186] lahko sklepamo, da so pri srčnih bolnikih ravni ZV v 
plazmi v veliki meri odvisni od diagnoze in bolezenskih procesov, ki potekajo v telesu. 
Slednji pa so verjetno preveč kompleksni, da bi lahko že sama koncentracija ZV v plazmi 
linearno korelirala s kakršnim koli predoperativnim kliničnim podatkom. Na sproščanje 
ZV lahko vplivajo tudi različne zdravilne učinkovine, zato se pri proučevanju biološkega 
učinka posameznih ZV vedno svetuje vzporedna analiza farmakoterapije [287]. Podatkov 
o tekoči terapiji pacientov, ki so sodelovali v naši študiji, nismo imeli, bi pa bilo v 
prihodnjih študijah vsekakor smiselno ovrednotiti povezavo med prejemanjem zdravil ter 
ravnjo ZV. 
Študije so pokazale korelacijo določenih bolezenskih stanj s povišanimi vsebnostmi 
specifičnih mikroRNA v ZV [186]. Če bi proučevali posamezne označevalce ZV oz. 
različne tipe ZV, bi morda opazili kakšno povezavo s predoperativnimi kliničnimi 
podatki. Take analize so sicer presegale okvirje tega magistrskega dela, vendar bi lahko 
kot del prihajajočih raziskav omogočile podrobnejši pogled v intenziteto vpliva 
posameznih dejavnikov oz. kliničnih podatkov na ZV pri srčnih bolnikih. 
Ko smo proučevali korelacijo s predoperativnimi kliničnimi podatki, nas je zanimalo, 
koliko vplivajo na ZV v plazmi. Nadalje pa smo želeli proučiti tudi morebitno korelacijo 
ZV z intraoperativnimi značilnostmi (dolžina ZTKO, hemoliza, vsebnosti fibrinogena, 
LDL, HDL in troponina, volumen intraoperativno aplicirane sveže zmrznjene plazme, 
volumen aplicirane lastne plazme z avtotransfuzijo) in postoperativnimi kliničnimi 
podatki (dolžina pooperativne mehanske ventilacije, dolžina bivanja na intenzivni negi, 
dolžina bivanja v bolnišnici). Pri tej korelaciji je bilo naše raziskovalno vprašanje 
drugačno – v kolikšni meri lahko stanje pacienta, okarakterizirano z določenimi 
vrednostmi ZV v plazmi, vpliva na intraoperativne in postoperativne klinične podatke 
oziroma v kolikšni meri bi bilo slednje možno predvideti na podlagi meritev ZV s 
pretočno citometrijo. 
Določene izoforme troponina (kardialna troponina I in T) so indikatorji kakršne koli 
poškodbe srčne mišice oz. miokarda [182], odpovedi srca, določenih vnetnih stanj, kot 
sta npr. miokarditis ter perikarditis, in številnih oblik kardiomiopatije [183]. Negativna 
korelacija troponina ob 2. odvzemu z vsebnostjo ZV v vzorcih pred ZTKO nakazuje, da 
so bile poškodbe srčne mišice oz. ostala z višjimi ravnmi troponina povezana stanja 
potencialno povezana z nižjimi vsebnostmi ZV v krvi. S kardiološkimi bolezenskimi 
stanji je pogosto povezano povečano sproščanje ZV [50, 56, 69, 71], korelacija s 
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troponinom pa namiguje na nasprotno. Za nadaljnje razumevanje teh rezultatov bi bilo 
treba podrobneje okarakterizirati izvor in naravo ZV, prisotnih v krvni plazmi, oziroma 
ponoviti analizo na večjem številu vzorcev. 
Fibrinogen je »pozitivni« protein akutne faze, kar pomeni, da njegova vsebnost naraste 
pri sistemskem vnetju, okužbi, poškodbi tkiva in nekaterih drugih stanjih [188]. Pri 
pacientih, ki so pred indukcijo v anestezijo imeli v plazmi višje vsebnosti zunajceličnih 
veziklov, je bila raven fibirnogena v krvi (pri 1. odvzemu) nižja. Ta negativna korelacija 
namiguje na dejstvo, da je prevladala zaščitna funkcija ZV, prisotnih v plazmi. ZV lahko 
namreč spodbudno delujejo na endotelijsko regeneracijo in vaskularno zaščito ter imajo 
tudi protivnetne učinke [55]. Znano je, da lahko ZV na kardiovaskularni sistem delujejo 
tako pozitivno kot negativno [50, 55]. Menimo, da je ena glavnih dilem  pri proučevanju 
ZV v kontekstu srčnih operacij povezana ravno z vprašanjem, kateri učinki prevladajo. 
Upoštevati velja tudi, da je hemoliza znan moteči dejavnik pri analizi koagulacijskih 
testov [189] in lahko na primer moti testiranje aktivnosti fibrinogena [190]. Če bi naša 
študija zajemala večjo populacijo pacientov, bi bilo idealno, da bi ločeno analizirali 
povezavo med ZV in fibrinogenom pri bolnikih z nizko oz. podobno stopnjo hemolize. 
Fluorescenca ZV v predoperativnih vzorcih je pozitivno korelirala tako s številom ur, 
preživetih na enoti intenzivne nege, kot s skupnim številom dni, preživetih v bolnišnici. 
Fluorescenca ZV je povezana z esterazno aktivnostjo znotraj veziklov. Sklepamo, da 
esterazna aktivnost v plazmi pacienta pred srčno operacijo pozitivno korelirata s časom, 
ki ga bolnik preživi na oddelku intenzivne nege oziroma v bolnišnici. Številne študije se 
osredotočajo na proučevanje prognostične vrednosti ravni ZV in korelacije med ZV ter 
kompleksnostjo oz. pojavnostjo bolezni [191]. Veliko raziskav je potrdilo tudi 
prognostično vrednost določanja vsebnosti specifičnih komponent ZV, kot so različni 
proteini ali miRNA [186]. Dolžina bivanja na enoti intenzivne nege (oz. bivanja v 
bolnišnici) je vsekakor povezana s postoperativnim stanjem bolnika. Daljše bivanje na 
enoti intenzivne nege je povezano s slabšim preživetjem in slabšo kakovostjo življenja. 
Obstajajo prizadevanja za razvoj modela, ki bi uspešno predvidel dolžino bivanja na enoti 
intenzivne nege že pred operacijo, saj bi to omogočilo boljše načrtovanje zdravljenja. 
Razvitih je bilo že več takih modelov, ki pa imajo določene pomanjkljivosti. Avtorji 
Widyastuti in sodelavci se sprašujejo, če je razvoj univerzalnega modela za predvidevanje 
dolžine bivanja na enoti intenzivne nege zaradi vpliva številnih dejavnikov sploh možen 
[192]. Korelacija med fluorescenco ZV in dolžino bivanja na enoti intenzivne nege, ki 
smo jo dokazali, je obetavna osnova za nadaljnje proučevanje napovedne sposobnosti 
predoperativnih ravni ZV v krvi pacienta. 
5.5.2 Korelacija med kliničnimi podatki in z NTA ter pretočno citometrijo 
pridobljenimi rezultati na vzorcih po ZTKO oz. relativnimi spremembami (po 
ZTKO glede na pred ZTKO) 
Bolniki z višjim indeksom telesne mase so imeli v predoperativnih vzorcih sicer večje 
delce, vendar je bilo povečanje velikosti teh delcev po ZTKO pri teh istih pacientih 
manjše kot pri pacientih z nižjim indeksom telesne mase.  
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Ugotovljena je bila negativna korelacija med vsebnostjo troponina in relativno 
spremembno v velikosti delcev. Predhodno smo ugotovili, da so bolniki z izhodiščno 
večjo povprečno velikostjo delcev v plazmi imeli ob 1. odvzemu več troponina v krvi. Pri 
teh istih bolnikih z visokimi vsebnostmi troponina in velikimi delci je bila nato z ZTKO 
povzročena sprememba v povprečni velikosti manjša kot pri bolnikih z nižjimi ravnmi 
troponina. Če je bil razlog za večjo velikost delcev v predoperativnih vzorcih kakršna koli 
agregacija, bi lahko sklepali, da je bila kri z že prisotnimi agregati nato manj dovzetna za 
z ZTKO povzročene spremembe, ki so dodatno povečale velikost bioloških nanodelcev 
v plazmi.  
Večja kot je bila stopnja hemolize ob 1. odvzemu, večja je bila najpogostejša velikost 
delcev  v vzorcih po ZTKO. Mehanske sile med ZTKO povzročijo razpad rdečih krvničk, 
lahko pa vplivajo tudi na zmanjšanje njihovega površinskega naboja, kar poveča njihovo 
težnjo po agregaciji [193]. Te spremembe v eritrocitih bi preko posrednih mehanizmov 
potenicalno lahko vplivale na povečanje velikosti delcev v vzorcih po ZTKO. 
Glede na negativno korelacijo ravni fibrinogena ob 1. odvzemu krvi s koncentracijo 
delcev v plazmi vzorcev po ZTKO lahko sklepamo, da so imeli pacienti, pri katerih so 
bili prisotni sistemsko vnetje, okužba, poškodba tkiva ali kakšno drugo stanje, za katero 
je značilno povišanje vsebnosti fibrinogena [188], v plazmi po ZTKO manjšo 
koncentracijo bioloških nanodelcev. 
Ena glavnih preprek delanja zaključkov pri proučevanju vpliva ZTKO na ZV je dejstvo, 
da ne moremo z gotovostjo trditi, ali so ZV po ZTKO posledica vnetnega dogajanja ali 
pogojev samega ZTKO. S to dilemo so se soočali tudi drugi raziskovalci [1]. Proučevanje 
korelacije s pretočno citometrijo pridobljenih parametrov, ki govorijo o ZV, in kliničnimi 
podatki nam vsaj do neke mere omogoča začetek razumevanja sprememb v ZV ter 
njihovega izvora. 
Ugotovljena je bila negativna korelacija med koncentracijo ZV v vzorcih po ZTKO in 
starostjo pacientov oz. indeksom telesne mase ter pozitivna korelacija istega parametra z 
višino bolnikov. Nekateri avtorji poročajo o manjšanju vsebnosti ZV v plazmi z 
naraščajočo starostjo [194], vendar bi prej pričakovali, da se bo taka korelacija pokazala 
pri predoperativnih vrednostih ravni ZV. Potrebne bi bile dodatne raziskave, da bi 
razumeli, kako so starost, BMI in višina bolnika povezani s koncentracijo ZV v krvi po 
ZTKO. 
Na določene označevalce plazemskih ZV naj bi poleg starosti vplival tudi spol [195], 
vendar pri naših pacientih spol ni koreliral z ravnjo ali velikostjo bioloških nanodelcev 
oz. zunajceličnih veziklov v vzorcih pred ZTKO in po ZTKO. Je pa spol koreliral z ZTKO 
povzročeno relativno spremembo v s pretočnim citometrom pridobljenih podatkih o ravni 
ZV: pri bolnikih moškega spola je bilo povečanje vsebnosti ZV večje. 
Fluorescenca v vzorcih bolnikov po ZTKO, ki so bili po ASA klasifikaciji v razredu 3 
(bolniki s kronično boleznijo, ki povzroča okvare tarčnih organov in njihovo blago do 
zmerno insuficienco [196]), je bila nižja v primerjavi z vzorci bolnikov, ki so bili v ASA 
razredu 4 (bolniki s hudo kronično boleznijo, ki ogroža življenje [196]). Višji kot je razred 
bolnika po ASA klasifikaciji, višje je tveganje za perioperativne zaplete in smrtnost [196]. 
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Fluorescenca ZV v vzorcih po ZTKO je povezana z njihovo esterazno aktivnostjo in glede 
na korelacijo z ASA klasifikacijo lahko sklepamo, da je bila intenzivnejša esterazna 
aktivnost v ZV povezana z resnejšimi zapleti med operacijo ter po njej. To potrjuje tudi 
pozitivna korelacija med fluorescenco ZV v vzorcih po ZTKO in dolžino bivanja na enoti 
intenzivne nege oz. v bolnišnici. Ne le da smo dokazali napovedno vlogo vsebnosti ZV v 
predoperativnih vzorcih glede dolžine bivanja v bolnišnici, ampak se je ta korelacija 
ohranila tudi po prestanem ZTKO in pacienti, ki so imeli v vzorcu po ZTKO večjo raven 
ZV, so bili dlje časa v bolnišnici. 
Večja kot je bila stopnja hemolize, manjša je bila z ZTKO povzročena sprememba v 
številu dogodkov v ZV regiji. Hemoliza je dejavnik, ki lahko pri analizah kliničnih 
vzorcev moti kvantifikacijo ZV [197] in v idealnih pogojih naj se meritve ZV ne bi 
izvajale v hemoliziranih vzorcih [103]. Za naše vzorce to ni bilo možno, saj hemoliza 
spremlja vse zunajtelesne krvne obtoke [193]. Možno je, da je večja nagnjenost k 
hemolizi na nek način vplivala na vsebnost ZV v vzorcih pred ZTKO ali po ZTKO, kar 
se je nadalje pokazalo v obliki korelacije z relativno spremembno števila dogodkov v ZV 
regiji. 
Glede na negativno korelacijo med relativno spremembo v koncentraciji ZV in ravnjo 
HDL v krvi ob prvem odvzemu sklepamo, da je bila kri z višjo začetno ravnjo HDL manj 
dovzetna za povišanje koncentracije ZV zaradi ZTKO, za kar pa v literaturi nismo našli 
nobene teoretične osnove. 
Predhodno smo dokazali, da so imeli pacienti, ki so imeli ob 2. odvzemu višjo raven 
troponina v krvi, v krvi manj ZV ob indukciji v anestezijo, vendar smo naknadno 
ugotovili, da je bilo povečanje vsebnosti ZV po ZTKO pri njih večje. 
5.5.3 Korelacija med pooperativno mehansko ventilacijo in z NTA ter pretočno 
citometrijo pridobljenimi rezultati 
Respiratorna disfunkcija oz. potreba po mehanski ventilaciji po srčni operaciji ostaja eden 
najpogostejših vzrokov za pooperativno smrtnost [198, 199]. Pri pacientih, ki prestanejo 
srčno operacijo, je bolj pogosta smrt zaradi respiratornih komplikacij, kot pa smrt zaradi 
srčnih vzrokov [200]. Pogost vzrok za respiratorno funkcijo je izguba funkcionalne 
rezidualne kapacitete z atelaktazo, do katere pride pogosteje pri bolnikih, ki so prestali 
srčno operacijo z ZTKO, kot pri bolnikih, ki so prestali druge operacije [201].  
Zato se nam je zdelo pomembno, da klinični podatek o pooperativni mehanski ventilaciji 
obravnavamo ločeno od ostalih. S Spearmanovim koeficientom korelacije smo 
okarakterizirali korelacije PMV s parametri, ki smo jih med študijo pridobili z NTA in 
pretočno citometrijo. Med s pretočno citometrijo pridobljenimi parametri in PMV nismo 
ugotovili nobene korelacije, na podlagi česar lahko sklepamo, da raven ZV v vzorcih pred 
ZTKO in po ZTKO ter esterazna aktivnost v teh ZV nista povezana z dolžino 
pooperativne mehanske ventilacije. 
Smo pa ugotovili pozitivno korelacijo med velikostjo ZV v predoperativnih vzorcih in 
dolžino PMV. Hkrati je bila ugotovljena negativna korelacija med spremembo v velikosti 
ZV in PMV, povzročeno z ZTKO. Bolniki, ki so pred indukcijo v anestezijo imeli v krvi 
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večje biološke nanodelce oz. zunajcelične vezikle, so bili po operaciji dlje časa mehansko 
ventilirani. Pri bolnikih z večjo spremembo v velikosti ZV po ZTKO je bila PMV krajša.  
V študiji Totonchija in sodelavcev so proučevali napovedne dejavnike za podaljšano 
mehansko ventilacijo po operaciji na odprtem srcu. Od predoperativnih dejavnikov, ki so 
se razlikovali med skupinama bolnikov s podaljšano mehansko ventilacijo in brez nje, so 
bili statistično značilni spol, zgodovina kronične obstruktivne pljučne bolezni ter 
kronična bolezen ledvic in endokarditis [202]. Nekateri avtorji omenjajo tudi diabetes 
[203]. V literaturi nismo zasledili nobenih raziskav, ki bi proučevale povezavo med 
zunajceličnimi vezikli in dolžino pooperativne mehanske ventilacije. Ker je PMV eden 
ključnih indikatorjev pooperativnih zapletov, je ključnega pomena, da bi znali predvideti 
paciente z »visokim tveganjem« za PMV po srčni operaciji [202]. Naše ugotovitve 
vsekakor odpirajo nova raziskovalna vprašanja, ki bi podrobneje proučila predoperativno 
določeno velikost ZV v krvi bolnikov kot potencialni biološki označevalec za 
pooperativne komplikacije, spremljane s potrebo po mehanski ventilaciji. 
5.6 Omejitve 
Raziskava, ki smo jo izvedli v okviru magistrskega dela, je prinesla številne zanimive in 
za prihodnje študije uporabne ugotovitve, vendar je treba upoštevati tudi vse omejitve, s 
katerimi smo se soočali in ki bi lahko vplivale na zaključke samega magistrskega dela. 
Prva pomanjkljivost je bilo majhno število bolnikov, ki so bili vključeni v našo raziskavo. 
V idealnem primeru bi tudi mi iz analize izključili bolnike, ki so bili zaradi zapletov 
izključeni iz primarne študije, vendar smo se zaradi boljše statistične zanesljivosti 
odločili, da vzorce teh bolnikov vseeno uporabimo (in jih hkrati kritično obravnavamo v 
ločeni analizi, kar smo storili).  
Glede na morebiten učinek zdravilnih učinkovin na ZV bi bilo ustrezno, da bi ovrednotili 
povezavo med prejemanjem zdravil in ravnjo ZV. Vendar pa podatkov o tekoči terapiji 
pacientov, ki so sodelovali v naši študiji, nismo imeli. Smiselna bi bila tudi ločena analiza 
vpliva, ki ga ima na ZV heparin – bil je namreč sestavni del tekočine za pripravo sistema 
za ZTKO. 
Analiza ZV neposredno v PPP plazmi je bila sicer primerna za metodo pretočne 
citometrije, ni pa bila to optimalna izbira za analizo z NTA, saj NTA ne loči ZV od ostalih 
delcev enakih velikosti. To pomanjkljivost smo poskušali odpraviti z uvedbo separacije 
ZV z diferencialnim ultracentrifugiranjem, ki pa se je za naše vzorce izkazala kot 
neprimerna metoda. Instrumentov in materialov za ostale postopke izolacije, ki so 
primerni za separacijo ZV pred analizo z NTA, nismo imeli na razpolago. Če bi izhodiščni 
material za analizo ostala PPP plazma, bi lahko analizo izboljšali tako, da bi pri vseh 
pacientih uporabili označevanje s protitelesi za CD63, ki je splošen označevalec ZV. 
Omejitve študije so to onemogočale, smo pa to analizo vseeno izvedli na vzorcih enega 
bolnika. 
Protokol za pripravo vzorcev in izvedbo meritev s pretočnim citometrom Quanta smo 
skrbno načrtovali in optimizirali v ločeni predštudiji. Idealno bi bilo, če bi na podoben 
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način optimizirali tudi pripravo vzorcev za merjenje s pretočnim citometrom CytoFLEX 
in protokol za izvedbo meritev s tem instrumentom. Pretočni citometer CytoFLEX smo 
imeli na voljo le omejeno časovno obdobje, zato nam je bila taka optimizacija pred samo 
raziskavo onemogočena. 
Za podrobnejšo analizo vpliva kapsule CytoSorb® bi lahko analizirali vzorce krvi, 
odvzete pred vstopom v kapsulo in po izhodu iz nje. Teh vzorcev pa za našo raziskavo 
nismo imeli na voljo.  
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6 Zaključek 
Med izdelavo magistrskega dela smo optimizirali protokola za pripravo krvnih vzorcev 
kardiokirurških pacientov pred ZTKO in po ZTKO na analizo z metodo NTA in pretočno 
citometrijo. Prav tako smo optimizirali protokola za karakterizacijo zunajceličnih 
veziklov s pretočno citometrijo oz. karakterizacijo bioloških nanodelcev v PPP plazmi z 
NTA.  
Analiza z metodo sledenja nanodelcem je dobra izbira za začetni vpogled v ZV vsebujoče 
vzorce in priprava na nadaljnjo karakterizacijo ZV s pretočno citometrijo. Ker smo 
analizo izvajali na vzorcih PPP plazme, ne moremo z gotovostjo trditi, da z NTA 
pridobljeni rezultati nosijo relevantne informacije o velikosti in koncentraciji ZV v 
vzorcih. Smo pa v več ločenih poskusih ugotovili povezavo med z NTA določeno 
velikostjo delcev in zunajceličnimi vezikli. Z analizo CD63-pozitivnih delcev smo 
dokazali, da porazdelitev velikosti ZV sovpada s porazdelitvijo neoznačenih bioloških 
nanodelcev v PPP plazmi, zato menimo, da so z NTA pridobljene informacije o velikosti 
uporabne tudi za opis velikosti ZV. To ugotovitev bi bilo treba potrditi s študijo na večji 
skupini vzorcev. Analiza s kalceinom označenih vzorcev z metodo pretočne citometrije 
(tako s predhodno vezavo na kroglice kot z direktno analizo) je ustrezna metoda za 
karakterizacijo zunajceličnih veziklov v PPP plazmi bolnikov s kompleksno srčno 
operacijo. 
Začetne vrednosti velikosti in ravni ZV v vzorcih krvi, odvzetih pred ZTKO, so se med 
posameznimi bolniki zelo razlikovale. Manjša kot pri pretočni citometriji je bila 
variabilnost pri parametrih, pridobljenih z NTA. Zaključujemo, da obstaja med 
predoperativnimi vzorci kardioloških bolnikov večja variabilnost v ravneh zunajceličnih 
veziklov in njihovi fluorescenci (posledica esterazne aktivnosti) kot v celokupnih ravneh 
vseh bioloških nanodelcev v PPP plazmi ter njihovi velikosti. 
Izvedba eksperimentalnega dela raziskave omogoča ovrednotenje začetnih hipotez: 
1. Operacija z ZTKO je vplivala na velikost in raven ZV v krvi. Velikost ZV se je 
po ZTKO statistično značilno povečala. Koncentracija ZV pozitivnih dogodkov 
se ni statistično značilno spremenila po ZTKO. Če je bilo število ZV pozitivnih 
dogodkov podano kot delež glede na vse dogodke v vzorcu, pa je ZTKO povzročil 
statistično značilno povišanje ravni ZV. Fluorescenca ZV se je po ZTKO 
statistično značilno zmanjšala, kar kaže na zmanjšanje esterazne aktivnosti znotraj 
ZV po ZTKO.  
2. Sprememba velikosti ZV po ZTKO je pri vseh bolnikih, brez izjeme, kazala na 
povišanje ZV, medtem ko trend spremembe ravni ZV zaradi operacije z ZTKO ni 
bil enakega predznaka pri vseh bolnikih. 
3. Zunajtelesna imunoadsorpcija ni dodatno vplivala na spremembo velikosti ZV po 
ZTKO, povečanje velikosti je bilo statistično značilno in primerljivo v vseh treh 
skupinah. Adsorber citokinov CytoSorb®  pa je dodatno vplival na spremembo v 
koncentraciji ZV (število dogodkov/µl, direktna meritev s pretočnim citometrom 
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visoke ločljivosti) –  samo v skupini s kapsulo je bilo namreč izmerjeno statistično 
značilno povečanje koncentracije ZV. Če pa je bila raven ZV podana kot delež 
dogodkov glede na vse dogodke v vzorcu (meritev na osnovi kroglic na 
konvencionalnem pretočnem citometru), kapsula ni dodatno vplivala na 
povečanje ravni ZV. Zunajtelesna imunoadsorpcija je dodatno vplivala na 
spremembo v fluorescenci ZV po ZTKO. Do zmanjšanja fluorescence je prišlo v 
vseh treh skupinah, vendar je bilo zmanjšanje statistično značilno le v skupini s 
kapsulo. Sklepamo, da je adsorber citokinov CytoSorb® na nek način povzročil 
zmanjšanje esterazne aktivnosti ZV. 
4. Administracija metilprednizolona ni dodatno vplivala na spremembo velikosti ZV 
po ZTKO, povečanje velikosti je bilo statistično značilno in primerljivo v vseh 
treh skupinah. Metilprednizolon ni dodatno vplival na spremembo v ravni ZV po 
ZTKO ne glede na uporabljeno metodo in način prikaza podatkov. Administracija 
metilprednizolona ni dodatno vplivala na fluorescenco ZV (esterazno aktivnost).  
5. Velikost, raven in fluorescenca ZV v vzorcih krvi bolnikov pred ZTKO in po 
ZTKO, ter tudi z ZTKO povzročene relativne spremembe v teh parametrih so 
korelirali z različnimi predoperativnimi, intraoperativnimi in postoperativnimi 
kliničnimi podatki bolnikov. 
 
Z našo raziskavo smo pokazali, da ZTKO povzroči spremembe v ZV, dodatno pa lahko 
vplivajo tudi dodatni ukrepi, kot je zunajtelesna imunoadsorpcija. Dodatnega učinka na 
ZV zaradi administracije metilprednizolona nismo dokazali. Opazimo, da metoda in način 
podajanja rezultatov v veliki meri vplivata na zaključke, kar je treba upoštevati pri 
vrednotenju izsledkov študij s tega področja. Potrebne so nadaljnje raziskave, idealno na 
večjem številu bolnikov, ki bi dodatno proučile vpliv ZTKO na ZV in razjasnile določene 
neskladnosti, ki so bile prisotne pri naših rezultatih in so po vsej verjetnosti posledica 
majhnega števila bolnikov. Ne glede na to, kaj točno se med ZTKO dogaja z ZV in kje je 
vzrok za posamezne spremembe, pa je dejstvo, da so ZV povezani s številnimi kliničnimi 
podatki o pacientih, kar odpira možnosti njihove uporabe kot bioloških označevalcev. 
Raziskava je dodatno pokazala, da so tudi ravni celokupnih bioloških nanodelcev 
povezane z nekaterimi kliničnimi parametri, zato bi bilo v prihodnosti smiselno 
ovrednotiti tudi njihovo klinično uporabnost. 
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8 Priloge 
Priloga P1: Vpliv diferencialnega ultracentrifugiranja PPP plazme v 
fazi predpriprave 
Priloga P1: Materiali in metode 
Separacija (ločevanje) in koncentriranje  ZV z diferencialnim ultracentrifugiranjem 
Za podrobnosti o uporabljenih materialih, laboratorijskem priboru, aparaturah, vzorčenju 
in  pripravi, zamrzovanju ter shranjevanju vzorcev PPP plazme glej Vzorčenje, priprava 
in shranjevanje vzorcev – Eksperimentalni del, poglavje 3.2. 
Na vzorcih enega bolnika pred ZTKO in po ZTKO smo izvedli postopek izolacije z 
diferencialnim ultracentrifugiranjem [124]. Na –80 °C zamrznjene alikvote vzorcev PPP 
plazme (4 x 200 µl) smo hitro odtalili v vodni kopeli na 37 °C. Centrifugirali smo jih 45 
min na 12.000 x g pri temperaturi 4 °C. Supernatant smo prenesli v 1,5 ml 
ultracentrifugirko, pri tem smo pustili približno 5 mm usedline, ki smo jo zavrgli. Vzorce 
smo razredčili z DPBS do volumna 1 ml in jih z ustreznimi protiutežmi  
(ultracentrifugirke, napolnjene z vodo) ultracentrifugirali 120 minut na 110.000 x g pri 
4 °C. Supernatante smo prenesli v mikrocentrifugirke in jih razdelili vsakega na 3 alikvote 
(oznaka SUP1). Usedline smo najprej resuspendirali v 500 µl DPBS, nato pa s pufrom 
DPBS dopolnili še do volumna 1 ml. Pri tem smo vzorce ves čas imeli na ledu. Vzorce z 
resuspendirano usedlino smo v 2. krogu centrifugirali 80 minut na 110.000 x g pri 4 °C. 
Supernatante smo prenesli v mikrocentrifugirke in jih razdelili vsakega na 3 alikvote 
(oznaka SUP2). Usedline smo najprej resuspendirali v 500 µl DPBS, nato pa s pufrom 
DPBS dopolnili še do volumna 1 ml. Pri tem smo vzorce ves čas imeli na ledu. Sledilo je 
še tretje centrifugiranje – vzorce z resuspendirano usedlino smo centrifugirali 75 minut 
na 110.000 x g pri 4 °C. Supernatante smo prenesli v mikrocentrifugirke in jih razdelili 
vsakega na 3 alikvote (oznaka SUP3). Usedline smo resuspendirali v 200 µl DPBS 
(oznaka UC). Tako za vzorec pred ZTKO kot za vzorec po ZTKO smo torej naredili 4 
serije alikvotov (SUP1, SUP2, SUP3, UC), ki smo jih zamrznili nad hlapi tekočega dušika  
ter  shranili na –80 °C. Tako pripravljene alikvote smo uporabili za nadaljnjo pripravo za 
analizo z NTA in pretočno citometrijo. 
 
Analiza z NTA 
Za podrobnosti o uporabljenih materialih, laboratorijskem priboru in aparaturah ter za 
protokol priprave vzorcev ter izvedbe meritev glej Analiza ZV z metodo NTA – 
Eksperimentalni del, poglavje 3.3. 
 
Analiza s pretočno citometrijo 
Za podrobnosti o uporabljenih materialih, laboratorijskem priboru in aparaturah ter za 
protokol priprave vzorcev ter izvedbe meritev glej Analiza ZV z metodo pretočne 
citometrije na osnovi kroglic (angl. bead-based flow cytometry) – Eksperimentalni del, 
poglavje 3.4.1. 
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Priloga P1: Rezultati in razprava 
Ultracentrifugirana vzorca enega bolnika (pred ZTKO in po ZTKO) smo analizirali s 
pretočnim citometrom Quanta (meritev na osnovi kroglic) in z NTA, za dodatno analizo 
s pretočnim citometrom CytoFLEX smo imeli premalo vzorca. Rezultate smo primerjali 
z rezultati vzorcev PPP plazme istega bolnika, ki ni bila ultracentrifugirana. Rezultati 
meritev pretočne citometrije so prikazani v tabeli P1. Povprečna intenziteta fluorescence 
je bila pri obeh ultracentrifugiranih vzorcih manjša kot pri PPP plazmi. Relativna 
sprememba v fluorescenci pa je bila pri UC vzorcu pozitivna (povečanje fluorescence v 
vzorcih po ZTKO glede na pred ZTKO), medtem ko so meritve na vzorcu PPP plazme 
pokazale zmanjšanje fluorescence po ZTKO. Za primerjavo števila dogodkov moramo 
upoštevati, da je bil izhodiščni volumen vzorca za UC 16-krat večji kot pri PPP plazmi. 
Če vrednosti za UC vzorce zmanjšamo za faktor F = 16, opazimo, da je bilo v primeru 
ultracentrifugiranja število dogodkov v ZV regiji manjše tako za vzorec pred ZTKO (UC: 
46, brez UC: 139) kot za vzorec po ZTKO (UC: 20, brez UC: 229). Trend spremembe 
zaradi ZTKO se je pri številu dogodkov v primerjavi s fluorescenco obrnil. Meritve na 
UC vzorcih so pokazale zmanjšanje števila dogodkov v ZV regiji po ZTKO, medtem ko 
so meritve na vzorcih PPP plazme brez UC pokazale povečanje števila dogodkov v ZV 
regiji po ZTKO. Ko smo iste UC vzorce analizirali z NTA, smo zaznali velike, nenavadne 
delce, na kakršne pri analizi PPP plazme nismo nikoli naleteli (slika P1).  
 
Tabela P1: Povprečna intenziteta fluorescence in število dogodkov v ZV regiji za 
ultracentrifugirane vzorce ter vzorce PPP plazme, ki ni bila ultracentrifugirana 
 Povprečna intenziteta 
fluorescence 
Število dogodkov v ZV 
regiji 
 UC Brez UC UC Brez UC 
pred ZTKO 21,83 161,66 734 139 
po ZTKO 27,18 57,39 317 229 
RS; po ZTKO vs. pred ZTKO 25 % –64 % –57 % 65 % 
 
Fluorescenca pri ultracentrifugiranih vzorcih je bila nižja kot pri PPP plazmi, kar lahko 
nakazuje na poškodbe ZV v UC vzorcih. Za detekcijo fluorescence, ki je posledica 
barvanja ZV z barvilom kalcein, morajo biti ZV namreč intaktni.  
Glede na to, da je znana slabost te metode velika izguba zunajceličnih veziklov [204], 
smo pričakovali, da bo število dogodkov v ZV regiji v primeru UC vzorcev manjše v 
primerjavi s PPP plazmo. Izračun, ki upošteva izhodiščni volumen vzorca, je to potrdil. 
Da bi si lažje razlagali rezultate, pridobljene s pretočnim citometrom, smo iste vzorce 
analizirali še z instrumentom za NTA. Ta je (tako pri vzorcih pred ZTKO kot pri vzorcih 
po ZTKO) zaznal velike, nenavadne delce, na kakršne pri analizi PPP plazme nismo 
nikoli naleteli. Nekateri avtorji kot pomanjkljivost metode ultracentrifugiranja navajajo 
nastanek agregatov ZV [104, 205, 206] in glede na velikost zaznanih struktur sklepamo, 
da je tudi v našem primeru šlo za agregate ZV. Na podlagi teh opažanj zaključujemo, da 
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je nastanek agregatov vplival tudi na rezultate pretočne citometrije, zato moramo bili pri 
zaključkih na podlagi naše analize previdni.   
 
 
Slika P1: Šest primerov vizualizacije UC vzorcev z NTA-metodo; z modrim krogom je 
označen primer običajnega delca, z rumenim krogom je označen primer velikega agregata 
 
Suspendiranje usedline ZV v PBS pufru le delno reši problem nastanka agregatov, vendar 
ta postopek ne razbije vseh agregatov, prav tako pa lahko spremeni funkcionalno 
integriteto [104]. Agregatov ZV, ki so nastali, tako nismo mogli učinkovito odstraniti in 
bi v primeru ultracentrifugiranja v veliki meri motili meritve, ki smo jih načrtovali za 
študijo. Obenem je postopek diferenecialnega ultracentrifugiranja zamuden in zato manj 
primeren za večje število kliničnih vzorcev. Zaključujemo, da ultracentrifugiranje ni 
ustrezna metoda za izolacijo ZV iz PPP plazme kardioloških bolnikov, ki potrebujejo 
operacijo z ZTKO oz. so jo že prestali. Odločili smo se, da v fazi predpriprave tega 
izolacijskega postopka ne bomo izvajali.  
Za pripravo vzorcev za analizo ZV še ni ene, splošno sprejete in optimalne separacijske 
metode, priporoča se izbor metode izolacije glede na nadaljnje aplikacije ter znanstveno 
vprašanje [126]. Zato smo se odločili, da bomo študijo izvajali na vzorcih PPP plazme. 
Za označevanje s kalceinom in detekcijo s pretočno citometrijo so taki vzorci primerni, 
saj smo zaradi načina delovanja omenjenega barvila lahko prepričani, da taka 
karakterizacija loči ZV od proteinov, lipoproteinov ali drugih bioloških nanodelcev v 
velikostnem razredu ZV. Nujnost izolacije ZV z ultracentrifugiranjem pred analizo s 
pretočno citometrijo je pogosto napačno prepričanje [207]. Uporaba PPP plazme je za 
našo študijo imela tudi veliko prednost, kar se tiče samega izkoristka, saj imajo postopki 
izolacije ZV iz plazme lahko za posledico velike izgube ZV [112, 113]. Po drugi strani 
pa NTA ne loči ZV od drugih delcev podobnih velikosti [103], ki se nahajajo v PPP 
plazmi. Ker izhodiščno nismo mogli z gotovostjo trditi, da z NTA pridobljeni rezultati 
nosijo relevantne informacije o velikosti in koncentraciji ZV, je bila pri interpretaciji teh 
rezultatov potrebna dodatna kritičnost. Obenem je bil to tudi razlog, da smo za opisovanje 
z NTA zaznanih delcev uporabili izraz biološki nanodelci. 
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Priloga P2: Optimizacija protokola za pripravo vzorcev in analizo ZV z 
metodo NTA 
Priloga P2: Materiali in metode 
Za podrobnosti o uporabljenih materialih, laboratorijskem priboru, aparaturah, vzorčenju, 
pripravi, zamrzovanju in shranjevanju vzorcev PPP plazme ter analizi z metodo NTA glej 
Vzorčenje, priprava in shranjevanje vzorcev – Eksperimentalni del, poglavje 3.2 in 
Analiza ZV z metodo NTA – Eksperimentalni del, poglavje 3.3. 
 
Skupno pri pripravi vseh vzorcev za izvedbo te optimizacije je bilo, da smo zamrznjene 
vzorce hitro odmrznili v vodni kopeli na 37 °C in jih pred izvedbo meritev redčili s 
pufrom DPBS. 
 
Vpliv faktorja redčitve 
Na vzorcih 9 bolnikov smo najprej proučili vpliv faktorja redčitve na izmerjeno velikost 
in koncentracijo detektiranih delcev. Namen tega preliminarnega poskusa je bil določanje 
optimalne redčitve za meritve z NTA. Vsi vzorci so bili iz kategorije pred ZTKO in 
nefiltrirani. TS vrednost je bila nastavljena na 13. Primerjali smo faktorja redčenja Fr1 = 
20 ter Fr2 = 100. Poleg tega smo pri vzorcih treh bolnikov proučili vpliv dodatnega 
faktorja redčenja. Pri enem bolniku smo dodali faktor redčitve Fr3 = 50, pri enem smo 
dodali faktor redčenja Fr4 = 200, pri zadnjem pa smo dodali faktor redčenja Fr5 = 400. 
Vpliv filtracije vzorcev 
Nato nas je zanimalo, kako na rezultate meritev vpliva filtracija vzorcev z 0,2 µm filtri. 
Na vzorcih dveh bolnikov smo proučili vpliv filtracije vzorcev na izmerjeno 
koncentracijo in velikost delcev. Primerjavo smo naredili tako znotraj kategorije pred 
ZTKO kot znotraj kategorije po ZTKO. Faktor redčenja je bil Fr1 = 20, TS vrednost pa je 
bila nastavljena na TS = 13. 
Vpliv nastavitve TS vrednosti 
V naslednjem koraku smo proučili še vpliv nastavitve vrednosti praga zaznavanja (TS) 
na izmerjene vrednosti. Znotraj kategorije po ZTKO smo primerjali rezultate meritev 
velikosti in koncentracije delcev pri TS1 = 5, TS2 = 13 in TS3 = 20 na vzorcih 7 bolnikov. 
Faktor redčenja je bil Fr1 = 20, vsi vzorci so bili nefiltrirani. Znotraj kategorije pred ZTKO 
pa smo na vzorcih 7 pacientov primerjali izmerjene velikosti in koncentracije delcev pri 
nastavitvah TS2 = 13 in TS3 = 20. Faktor redčenja je bil za te vzorce Fr2 = 100, vsi vzorci 
so bili nefiltrirani. 
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Priloga P2: Rezultati in razprava 
Vpliv faktorja redčitve 
Pred nadaljno karakterizacijo vzorcev z metodo NTA smo morali najprej določiti 
optimalno redčitev vzorcev. Iz slike P2 pa je razvidno, da se izmerjene koncentracije pri 
faktorjih redčenja Fr1 = 20 in Fr2 = 100 močno razlikujejo. Pri vseh 9 bolnikih je bila 
koncentracija, izmerjena v vzorcu, redčenem s Fr1 = 20, bistveno nižja kot pri redčitvi s 
faktorjem redčenja Fr2 = 100. Tudi ločeni poskusi z dodatnimi faktorji redčenja (slika P3) 
so potrdili, da se je v proučevanem območju s faktorjem redčenja povečevala tudi 
izmerjena koncentracija. Zelo verjetno je, da je bila redčitev s faktorjem redčenja Fr1 = 
20 za to vrsto vzorcev premajhna, NTA namreč ne more prešteti vseh delcev, če jih je  
preveč. Možno je tudi, da je zaradi premajhne redčitve med izvedbo meritev prišlo do 
združevanja ZV. 
 
 
Slika P2: Izmerjena koncentracija delcev v vzorcih, redčenih s Fr1 = 20 in Fr2 = 100 
 
 
Slika P3: Izmerjena koncentracija delcev v vzorcih, redčenih z različnimi faktorji 
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Iz slike P4 je razvidno, da je bila izmerjena povprečna velikost delcev pri uporabljenem 
faktorju redčenja Fr2 = 100 pri skoraj vseh bolnikih bistveno manjša v primerjavi s 
povprečno velikostjo delcev v vzorcih, redčenih s Fr1 = 20. Tudi na sliki P5 je opaziti, da 
so bile pri nižjih redčitvah povprečne velikosti zaznanih delcev večje. Vzrok je 
najverjetneje v tem, da pri premajhnih redčitvah instrument ne zazna manjših delcev, ker 
jih zakrije svetloba večjih delcev. Ta rezultat pa bi lahko potrdil tudi hipotezo o nastanku 
agregatov ZV. 
 
 
Slika P4: Povprečna velikost delcev v vzorcih, redčenih s Fr1 = 20 in Fr2 = 100 
 
 
Slika P5: Povprečna velikost delcev v vzorcih, redčenih z različnimi faktorji redčenja 
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pa je pri višji redčitvi bistveno narasla. Morda je šlo za agregacijo takih ZV, ki niso 
bistveno vplivali na povprečno velikost delcev v vzorcu (npr. združevanje zelo majhnih 
ZV med seboj ali zelo majhnih z velikimi). Lahko pa je določeno koncentracijsko 
območje tako neustrezno, da meritve več niso relevantne, zato iz njih  ne moremo izpeljati 
dodatnih ugotovitev. Za natančnejše proučevanje izmerjenih vrednosti v odvisnosti od 
realne koncentracije vzorca bi morali izvesti serijo meritev pri več različnih faktorjih 
redčenja. Namen našega poskusa pa je bil predvsem določiti ustrezno redčitev za 
izvajanje analize študije. Na osnovi rezultatov, prikazanih na slikah P2–P5, z 
upoštevanjem priporočil o idealni vrednosti števila delcev na posnetek (angl. particle per 
frame value) [208] in na osnovi vizualnega opazovanja posnetkov smo se odločili, da 
bomo vzorce iz kategorije pred ZTKO za namen meritev študije redčili s faktorjem 
redčenja Fr2 = 100. Podobni preliminarni poskusi (niso prikazani v magistrskem delu) so 
bili izvedeni tudi za kategorijo po ZTKO, kjer je bil določen optimalen faktor redčenja 
Fr1 = 20. 
 
Vpliv filtracije vzorcev 
V skladu s pričakovanji je filtriranje vzorcev z 0,2 µm filtri povzročilo zmanjšanje realne 
koncentracije delcev v vzorcu, saj s filtriranjem odstranimo iz vzorcev vse delce, večje 
od 200 nm (slika P6). Le v enem primeru (bolnik 1 pred ZTKO) smo po filtraciji izmerili 
višjo koncentracijo delcev v primerjavi z nefiltriranim vzorcem. Razlog za odstopanje 
enega vzorca bi lahko bil v tem, da je bila uporabljena redčitev (Fr = 20) neustrezna 
oziroma prenizka za realno začetno koncentracijo delcev v vzorcu. Meritev koncentracije 
nefiltriranega vzorca bi bila v tem primeru nerealna, prav tako primerjava s koncentracijo 
delcev v filtriranem vzorcu. 
 
 
Slika P6: Koncentracija delcev v filtriranih in nefiltriranih vzorcih dveh bolnikov pred 
ZTKO in po ZTKO 
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Tudi meritve povprečne velikosti so bile po večini v skladu z našimi pričakovanji, saj je 
bila povprečna velikost v filtriranih vzorcih zaradi odstranitve večjih delcev skoraj 
povsod manjša kot v nefiltriranih (slika P7). Izjema je bil vzorec pred ZTKO bolnika 5, 
ki pa je imel pri zaporednih meritvah koncentracije veliko standardno napako in bi lahko 
zato sklepali, da so bili delci nehomogeno porazdeljeni oziroma je prišlo v vzorcu do 
nekega drugega dogajanja (npr. nastanek agregatov), ki je prispevalo k povečani 
povprečni velikosti zaznanih delcev v filtriranem vzorcu. Podatki o D90 vrednosti 
vzorcev, prikazani v tabeli P2, potrjujejo predpostavko, da se je povprečna velikost delcev 
zmanjšala na račun izgube velikih delcev. D90 = 216,6 nm npr. pomeni, da je 90 % delcev 
velikosti 216,6 nm oziroma manj. Pri treh vzorcih opazimo, da se je D90 vrednost po 
filtraciji občutno zmanjšala, vrednosti pa se nahajajo ravno okrog 200 nm, kot so bile 
velike pore v uporabljenih filtrih. Naša filtracija je bila uspešna in zaključimo lahko, da 
smo operirali s kvalitetnimi filtri. Tian in sodelavci namreč opozarjajo, da je izbira 
membrane filtra ključnega pomena za kvalitetne rezultate. V njihovi študiji je filtracija z 
1,2 µm in 0,22 µm filtri povzročila skoraj popolno izgubo signala v submikronskem 
območju, kar so označili kot posledico adsorpcije proteinov na membrano. Omenjeni 
avtorji zaključujejo, da filtracijo pred analizo z NTA-metodo svetujejo v primerih, ko to 
zahteva narava vzorca, npr. če so prisotne velike količine mikronskih delcev. Opozarjajo, 
da se s filtracijo izgubi tudi določen delež od velikosti por manjših delcev vzorca [209]. 
Pri naših vzorcih velike količine mikronskih delcev niso bile težava, saj smo jih v fazi 
priprave vzorcev odstranili s centrifugiranjem. Prav tako je bila naša prioriteta čim večji 
izkoristek in čim manjše izgube proučevanih delcev. Zanimali so nas delci v območju 
velikosti eksosomov in mikroveziklov. Spremembe v izmerjenih parametrih, ki smo jih v 
okviru tega poskusa dosegli s filtracijo vzorcev, za nas niso bile smiselne in so pokazale, 
da so vzorci ob primerni redčitvi ustrezni za analizo tudi brez predhodne filtracije. Zato 
smo se odločili, da za meritve, izvedene med študijo, vzorcev plazme ne bomo dodatno 
filtrirali. 
 
 
Slika P7: Povprečna velikost delcev v filtriranih in nefiltriranih vzorcih dveh bolnikov 
pred ZTKO in po ZTKO 
0
20
40
60
80
100
120
140
160
180
Bolnik 1,
pred ZTKO
Bolnik 5,
pred ZTKO
Bolnik 1, po
ZTKO
Bolnik 5, po
ZTKO
p
o
v
p
r.
 v
e
lik
o
s
t 
d
e
lc
e
v
 [
n
m
]
filtriran vzorec
nefiltriran vzorec
133 
 
Tabela P2: D90 vrednosti za filtrirane in nefiltrirane vzorce dveh bolnikov pred ZTKO 
in po ZTKO 
Filtriran vzorec 
Bolnik 1 pred 
ZTKO 
Bolnik 1 po 
ZTKO 
Bolnik 5 pred 
ZTKO 
Bolnik 5 po 
ZTKO 
Ne 183,3 nm 216,6 nm 174,6 nm 223,0 nm 
Da 143,3 nm 169,3 nm 204,2 nm 180,2 nm 
 
Vpliv nastavitve TS vrednosti 
Na slikah P8–P11 lahko vidimo, da je vpliv nastavitve TS vrednosti na izmerjene 
parametre zelo nedvoumen. Rezultati so bili zelo enotni in enak trend se je pojavil pri 
vseh bolnikih, tako pri vzorcih pred ZTKO kot pri vzorcih po ZTKO. Višja TS vrednost 
je pomenila nižjo izmerjeno koncentracijo delcev (slika P8, slika P10), kar smo tudi 
pričakovali. S tem ko povišamo prag zaznavanja, povišamo zahtevo po minimalni 
intenziteti signala, ki ga sistem zazna kot delec. Pri tem bodo prej »izpadli« manjši delci, 
saj povzročijo šibkejši signal. Nižje kot nastavimo vrednost TS, manjša je naša zahteva 
po minimalni intenziteti signala in več manjših delcev bo sistem upošteval pri analizi. V 
skladu s tem so rezultati meritev povprečne velikosti delcev, prikazani na slikah P9 in 
P11. Višja kot je bila TS vrednost, manj manjših delcev je bilo zaznanih in upoštevanih 
pri analizi in posledica je bila večja povprečna velikost zaznanih delcev. To potrjujejo 
tudi D10, D50 in D90 vrednosti v tabeli P3. Pri vzorcih po ZTKO (tabela P3) je lepo 
vidno, da se ob višanju TS vrednosti D90 vrednost skoraj ni spremenila, minimalno se je 
spremenila D50 vrednost. D10 pa se je vidno povečala, kar potrjuje dejstvo, da majhni 
delci pri višjem pragu zaznavanja niso bili upoštevani pri analizi. Trend je podoben tudi 
pri rezultatih vzorcev pred ZTKO (tabela P3), le da sta se pri teh vzorcih bolj povečali 
tudi vrednosti D50 in D90. Razlog je v tem, da so bile povprečne velikosti delcev v 
vzorcih pred ZTKO manjše kot v vzorcih po ZTKO in da je bilo s spreminjanjem TS 
vrednosti tako efektiranih več delcev, saj je bilo manj tistih večjih, katerih detekcija bi 
ostala nemotena pri povišanju TS. 
 
 
Slika P8: Izmerjene koncentracije delcev v vzorcih pred ZTKO pri različnih TS 
vrednostih 
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Vestad in sodelavci opozarjajo, da lahko prilagajanje nastavitev programske opreme, med 
katere spada tudi vrednost praga zaznavanja, opazno vpliva na rezultate meritev in 
posledično na celotno analizo [210]. Če so spremembe v nastavitvi TS vrednosti majhne, 
je njihov vpliv na rezultate minimalen [211], kar je sprejemljivo. Prilagajanje TS 
vrednosti glede na opazovanje posameznih vzorcev je običajno in potrebno, kar 
dokazujejo tudi študije, v katerih avtorji poročajo o nekem območju uporabljenih TS 
vrednosti in ne ene same vrednosti, ki bi bila ustrezna za vse vzorce [210]. 
Za relevantne rezultate je pomembna dovolj nizka izbira TS vrednosti, da so vsi delci 
označeni z rdečimi križci (tj. prepoznani kot delci in bodo upoštevani pri analizi), vendar 
ne prenizka, saj ne želimo, da so kot delci prepoznani optični šum in nečistote v ozadju 
(npr. manjši proteini velikosti pod 10 nm). Z upoštevanjem priporočil proizvajalca in z 
nekaj prakse postane na podlagi opazovanja posnetkov vzorca znotraj programske 
opreme izbira najustreznejše TS vrednosti očitna in nedvoumna [211]. 
Za analizo meritev študije smo se odločili, da bo privzeti prag zaznavanja TS = 13. To 
vrednost pa smo po potrebi minimalno prilagodili (-/+ 2), če smo na podlagi opazovanja 
ocenili, da je to potrebno zaradi specifike vzorca. Glede na rezultate predštudije, 
prikazane v tem poglavju, lahko namreč zaključimo, da prilagoditev TS za 1 do 2 
vrednosti v obe smeri nima bistvenega vpliva na rezultat in tako ne vpliva na primerljivost 
ali zanesljivost rezultatov študije. 
 
 
Slika P9: Izmerjene povprečne velikosti delcev v vzorcih pred ZTKO pri različnih TS 
vrednostih 
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Slika P10: Izmerjene koncentracije delcev v vzorcih po ZTKO pri različnih TS 
vrednostih 
 
 
Slika P11: Izmerjene povprečne velikosti delcev v vzorcih po ZTKO pri različnih TS 
vrednostih 
 
Tabela P3: Povprečne vrednosti D10, D50 in D90 vzorcev pred ZTKO in po ZTKO vseh 
7 bolnikov 
 TS vrednost D10 [nm] D50 [nm] D90 [nm] 
vzorci pred 
ZTKO 
13 48,37 74,76 130,26 
20 59,86 83,09 142,33 
vzorci po ZTKO 
5 103,53 155,33 212,89 
13 119,80 158,63 213,69 
20 126,17 161,34 215,81 
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Priloga P3: Optimizacija protokola za pripravo vzorcev za analizo s 
pretočno citometrijo na osnovi kroglic 
Priloga P3: Materiali in metode 
Za podrobnosti o uporabljenih materialih, laboratorijskem priboru, aparaturah, vzorčenju,  
pripravi, zamrzovanju in shranjevanju vzorcev PPP plazme ter analizi s pretočnim 
citometrom Quanta glej Vzorčenje, priprava in shranjevanje vzorcev – Eksperimentalni 
del, poglavje 3.2 in Analiza ZV z metodo pretočne citometrije na osnovi kroglic (angl. 
bead-based flow cytometry) – Eksperimentalni del, poglavje 3.4.1. 
Vpliv količine vzorca 
Prvi korak pri pripravi vzorca je bila vedno inkubacija vzorca PPP plazme z 10 µl 
suspenzije lateksnih kroglic. Vpliv količine vzorca smo proučevali z meritvami na 
vzorcih testnega bolnika, tako da smo primerjali volumne vzorca 10 µl, 20 µl, 50 µl in 
100 µl. Preostanek priprave vzorcev je bil v nadaljevanju enak protokolu študije, 
navedenemu v poglavju 3.4.1. 
Vpliv pogojev inkubacije vzorca ZV z lateksnimi kroglicami 
Po začetni 15-minutni inkubaciji vzorca ZV z lateksnimi kroglicami smo vzorcu dodali 
DPBS do končnega volumna 1 ml in tako pripravljen vzorec inkubirali na stresalniku pri 
100 RPM. Inkubacija na stresalniku je običajno potekala 2 uri pri sobni temperaturi. V 
ločenem poskusu smo na vzorcih testnega bolnika za namen primerjave z 2-urno 
inkubacijo izvedli prekonočno inkubacijo z lateksnimi kroglicami na stresalniku. Preko 
noči smo vzorce inkubirali v dveh paralelah, in sicer na 4 °C ter pri sobni temperaturi. Za 
ta poskus je bil začetni volumen vzorcev plazme 100 µl. Preostanek priprave vzorcev je 
bil v nadaljevanju enak protokolu študije, navedenemu v poglavju 3.4.1. 
Vpliv temperature inkubacije vzorca ZV z barvilom kalcein AM 
Poskus smo izvedli na vzorcih enega testnega bolnika. Izhodiščni volumen PPP plazme, 
ki smo ga inkubirali z 10 µl suspenzije lateksnih kroglic, je bil 20 µl. Vzorci so bili nato 
od vključno točke 2. do vključno točke 6. pripravljeni po protokolu študije, opisanem v 
poglavju 3.4.1. Dobljeno usedlino smo resuspendirali v 100 µl delovne raztopine kalceina 
in vzorce inkubirali 30 minut – eno paralelo smo inkubirali na 37 °C, eno pa pri sobni 
temperaturi. 
Vpliv dodatka 4-% PFA  
Namen dodatka 4-% paraformaldehida je zaustavitev nastanka kalcein pozitivnih 
dogodkov, če bi bila v plazmi prisotna prosta esteraza. Poskus smo izvedli na vzorcih 
enega testnega bolnika. Izhodiščni volumen PPP plazme, ki smo ga inkubirali z 10 µl 
suspenzije lateksnih kroglic, je bil 40 µl. Vzorci so bili nato od vključno točke 2. do 
vključno točke 7. pripravljeni po protokolu študije, opisanem v poglavju 3.4.1. Eni 
paraleli vzorcev smo v zadnjem koraku priprave dodali 50 µl 4-% PFA in 150 µl DPBS, 
drugi paraleli pa 200 µl DPBS brez PFA. 
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Priloga P3: Rezultati in razprava 
Vpliv količine vzorca 
S tem poskusom smo želeli preveriti, kako občutljiva je izbrana metoda na obarvane ZV 
v vzorcu. Za nadaljevanje študije smo morali namreč potrditi predpostavko, da se bo s 
količino vzorca povečevalo tudi število dogodkov v ZV regiji, ki govori o ravni ZV v 
vzorcu. Slika P12 prikazuje odvisnost števila dogodkov v ZV regiji od začetnega volumna 
vzorca, na sliki P13 pa je prikazano, kako je začetni volumen vzorca vplival na povprečno 
intenziteto fluorescence. 
 
 
Slika P12: Število dogodkov v ZV regiji v odvisnosti od začetnega volumna vzorca 
 
Potrdili smo predpostavko, da se bo s povečevanjem količine vzorca povečevalo tudi 
število dogodkov v ZV regiji, kar korelira s številom ZV v vzorcu. Iz slike P12 je 
razvidno, da gre skoraj za linearno odvisnost, kar predvsem potrjuje občutljivost in 
zanesljivost izbrane metode, hkrati pa je tudi pokazatelj, da smo operirali s homogenimi 
vzorci. 
 
 
Slika P13: Povprečna intenziteta fluorescence v odvisnosti od začetnega volumna vzorca 
 
Pri analizi povprečne intenzitete fluorescence opazimo, da je bila povprečna fluorescenca 
podobna pri začetnih volumnih 10 µl in 20 µl ter pri volumnih 50 µl in 100 µl. Povprečna 
fluorescenca barvila kalcein znotraj ZV je odvisna od esterazne aktivnosti ZV. Slednja bi 
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lahko bila povezana z velikostjo ZV, zato bi bilo zanimivo podatke o intenziteti 
fluorescence primerjati s podatki o velikosti veziklov. Za statistično zanesljivost 
povprečja fluorescence je potrebnih dovolj preštetih dogodkov. Ker sta pri analizi ZV v 
bioloških vzorcih nizka občutljivost detekcije in z njo šibek signal pogosta težava [114], 
smo začetna volumna vzorca 10 µl ter 20 µl označili kot premajhna. Nismo namreč izvzeli 
možnosti, da bomo med študijo naleteli še na številne vzorce z manjšo koncentracijo ZV. 
Začetni volumen 50 µl se nam je tako glede na meritve zdel najbolj optimalen in smo ga 
upoštevali pri protokolu za študijo. 
 
Vpliv pogojev inkubacije vzorca ZV z lateksnimi kroglicami 
V literaturi smo naleteli na različne pogoje inkubacije vzorca ZV z lateksnimi kroglicami 
po dodatku pufra DPBS – od 15-minutne [212] oziroma 2-urne [124] inkubacije pri sobni 
temperaturi vse do prekonočne inkubacije pri sobni temperaturi [120] ali pri 4 °C [213]. 
 
 
Slika P14: Povprečna intenziteta fluorescence vzorcev, ki so bili v fazi priprave 
inkubirani z lateksnimi kroglicami pri različnih pogojih 
 
V tem poskusu smo želeli preveriti, katera kombinacija pogojev inkubacije vzorca ZV z 
lateksnimi kroglicami po začetni 15-minutni inkubaciji in dodatku DPBS deluje najbolje 
za našo vrsto vzorcev. Primerjali smo 2-urno inkubacijo pri sobni temperaturi, 
prekonočno inkubacijo pri sobni temperaturi ter prekonočno inkubacijo pri 4 °C (vse 
inkubacije so potekale na stresalniku pri 100 RPM). Na sliki P14 je prikazana povprečna 
intenziteta fluorescence omenjenih vzorcev, iz slike P15 pa je razvidno, kako so različni 
pogoji inkubacije z lateksnimi kroglicami vplivali na število dogodkov v ZV regiji. 
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Slika P15: Število dogodkov v ZV regiji v vzorcih, ki so bili v fazi priprave inkubirani z 
lateksnimi kroglicami pri različnih pogojih 
 
Če primerjamo inkubaciji pri sobni temperaturi, je imela prekonočna inkubacija za 
rezultat nižjo fluorescenco in manjše število dogodkov v ZV regiji v primerjavi z 2-urno 
inkubacijo. Glede na to, da pri nespecifični adsorpciji proteinov na funkcionalizirano 
polistiren lateksno površino običajno ne gre za pretirano močne interakcije [214] in je 
časovno odvisna kinetika adsorpcije proteinov v bioloških vzorcih na polimerne delce 
specifična ter še ne v celoti pojasnjena [138], je daljši čas morda negativno vplival na 
stabilnost nespecifične adsorpcije. Manj interakcij med membranskimi proteini ZV in 
površino lateksnih kroglic bi pomenilo manj vezanih ZV, lahko pa tudi manjši povprečni 
signal fluorescence (v primeru, da se je na posamezne kroglice vezalo več ZV). Daljši čas 
bi lahko vplival tudi na zmanjšanje esterazne aktivnosti, ki bi se odražala z nižjim 
signalom fluorescence. 
Temperatura 4 °C je bila za prekonočno inkubacijo bolj ugodna v smislu višje intenzitete 
fluorescence, kar je bilo pričakovano, saj nizka temperatura spodbuja nespecifično 
adsorpcijo proteinov [215]. Kljub visoki intenziteti fluorescence pa je bilo število 
dogodkov v ZV regiji v vzorcu, inkubiranem z lateksnimi kroglicami preko noči pri 4 °C, 
najmanjše (slika P15). Lahko je bilo povprečno število adsorbiranih ZV na eno lateksno 
kroglico večje kot pri vzorcu, inkubiranem z lateksnimi kroglicami preko noči pri sobni 
temperaturi, pretočni citometer pa je skupek ZV na eni kroglici zaznal kot en dogodek. 
To bi pojasnilo tudi večjo povprečno fluorescenco pri temperaturi 4 °C. Glede na 
rezultate, prikazane na slikah P14 in P15, smo se odločili za 2-urno inkubacijo vzorca 
PPP plazme z lateksnimi kroglicami pri sobni temperaturi. Ti pogoji so se za naš tip 
vzorcev izkazali kot najprimernejši od vseh testiranih, saj so omogočili najvišjo 
intenziteto fluorescence in največje število dogodkov v ZV regiji. 
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Vpliv temperature inkubacije vzorca ZV z barvilom kalcein AM 
V tem poskusu smo želeli ugotoviti, kako na rezultate meritev s pretočnim citometrom 
vpliva temperatura inkubacije vzorca ZV z barvilom kalcein AM v temi.  
 
Tabela P4: Povprečna intenziteta fluoresence in število dogodkov v ZV regiji v 
odvisnosti od temperature inkubacije z barvilom kalcein AM 
Temperatura 
inkubacije 
Povprečna intenziteta 
fluorescence 
Število dogodkov v 
ZV regiji 
sobna temperatura 622,25 370 
37 °C 694,01 426 
 
V literaturi smo zasledili barvanje ZV s kalceinom pri temperaturi 37 °C [135], medtem 
ko proizvajalec poleg temperature 37 °C kot možnost navaja tudi inkubacijo pri sobni 
temperaturi [216]. Esterazna aktivnost človeške plazme je pri 37 °C sicer višja kot pri 
sobni temperaturi [217]. To smo potrdili tudi z našimi rezultati meritev intenzitete 
fluorescence in števila dogodkov v ZV regiji, ki so prikazani v tabeli P4. Kljub temu da 
je bil signal intenzivnejši po inkubaciji pri 37 °C, pa je tudi inkubacija pri sobni 
temperaturi omogočila zadovoljive rezultate tako v smislu fluorescence kot števila 
dogodkov v ZV regiji. Odločili smo se za inkubacijo pri sobni temperaturi, saj smo se 
želeli izogniti morebitnim motečim procesom, ki bi se v vzorcu sprožili oziroma pospešili 
pri fiziološki temperaturi 37 °C. Glede na naše rezultate in upoštevajoč dejstvo, da srčne 
bolnike pogosto spremlja povišana esterazna aktivnost encimov v krvi [218, 219], smo 
bili lahko prepričani, da bo tudi inkubacija vzorca s kalceinom pri sobni temperaturi 
omogočila dober signal in zadovoljive rezultate. 
 
Vpliv dodatka 4-% PFA  
Haller in Spittler kot del protokola priprave vzorcev po koraku inkubacije z barvilom 
navajata dodatek 4-% PFA [139]. Zanimalo nas je, kakšen vpliv na rezultate meritev s 
pretočnim citometrom ima dodatek 50 µl 4-% PFA našim vzorcem takoj po inkubaciji z 
barvilom kalcein AM. V literaturi smo zasledili fiksacijo s 4-% PFA po barvanju celic s 
kalceinom AM [220], tako da smo pričakovali opazen učinek fiksacije na pridobljen 
signal med našimi meritvami. 
Tabela P5: Povprečna intenziteta fluorescence in število dogodkov v ZV regiji v 
odvisnosti od dodatka 4-% PFA 
Dodatek 4-% PFA 
Povprečna intenziteta 
fluorescence 
Število dogodkov v ZV 
regiji 
Da 537,07 405 
Ne 966,5 422 
 
Iz tabele P5 je razvidno, da je bila povprečna intenziteta fluorescence vzorca, fiksiranega 
s 4-% PFA, bistveno manjša v primerjavi z vzorcem, v katerem 4-% PFA ni bil dodan. 
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PFA služi kot fiksativ in povzroči nastanek kovalentnih prečnih povezav med molekulami 
celičnih membran ter citoplazemskih proteinov. Taka fiksacija zadržuje celične 
komponente v želeni časovni točki in preprečuje nenadne metabolne spremembe [221]. 
Ena hipoteza je, da je tretiranje s 4-% PFA okrepilo interakcije med obarvanimi ZV in 
lateksnimi kroglicami ter preprečilo disociacijo veziklov, do katere je morda prišlo v 
vzorcih, v katerih 4-% PFA ni bil dodan. To bi pojasnilo tudi minimalno razliko v številu 
dogodkov v ZV regiji. Število kroglic z vezanimi ZV je bilo v obeh primerih približno 
enako, vendar bi disociacija določenega deleža ZV povzročila manjšo intenziteto 
fluorescence. Druga možna razlaga tako velike razlike v fluorescenci pa je vpliv 4-% PFA 
na aktivacijo barvila kalcein AM z esterazami. Dodatek 4-% PFA vpliva na mobilnost 
membrane [221], kar bi lahko povzročilo spremembe v prehajanju neaktiviranih molekul 
kalceina AM v vezikle oziroma v uhajanju aktivirane oblike barvila iz ZV. Tudi če je 
permeabilnost membran za omenjene molekule ostala enaka po tretiranju s 4-% PFA, 
lahko PFA zaustavi učinek morebitno prisotne proste esteraze v plazmi, ki bi lahko 
vplivala na nastanek dogodkov, ki niso odraz ZV. Tudi v teh primerih je razumljivo, da 
je število dogodkov v ZV regiji v obeh vzorcih zelo podobno. Število lateksnih kroglic z 
vezanimi obarvanimi ZV je bilo skoraj enako v obeh primerih, vendar je tretiranje s 4-% 
PFA na enega od opisanih načinov zmanjšalo število molekul aktiviranega barvila znotraj 
ZV. Dopuščamo tudi možnost, da je bil vzrok za razliko v intenziteti fluorescence 
kombinacija vseh ali nekaterih zgoraj navedenih možnih mehanizmov. Za podrobnejšo 
analizo procesov, ki so v ozadju tega pojava, bi si lahko pomagali z uporabo različnih 
mikroskopskih tehnik. Za našo raziskavo je zadostovala ugotovitev, da se v primeru, ko 
4-% PFA ne dodamo, v vzorcu dogajajo določeni procesi, ki privedejo do povečevanja 
signala. Tega nismo želeli, saj narava izvajanja meritev ne omogoča poenotenja časovnih 
točk na način, da bi od konca inkubacije z barvilom do izvedbe meritve pri vseh vzorcih 
poteklo enako časa. Dodatek 4-% PFA je očitno na nek način te procese zaustavil, kar je 
pričakovano glede na funkcijo same kemikalije. Za poenotenje rezultatov in maksimalno 
primerljivost smo se tako odločili, da bomo za protokol študije obdržali dodatek 50 µl   
4-% PFA v zadnji fazi priprave vzorcev. 
 
